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NOUVEAUX TENSIO-ACTIFS ET LEURS APPLICATIONS 

La presente invention a pour objet de nouveaux tensioactifs de type 
telomere, leur utilisation pour la preparation de systemes supramoteculaires m£tastables. 
Ces systdmes supramoleculaires m£tastables ou nano particules peuvent Stre des 
5 liposomes, ou des systemes micellaires. L'invention a 6galement pour objet les liposomes 
et les nanoparticules atypiques obtenus a partir de ces tensio-actifs et leur utilisation 
comme vecteurs de principes actifs, notamment de principes actifs th£rapeutiques. 

Certaines molecules amphiphiles, les phospholipides naturels, ont la 
propriete de s'associer dans l'eau en formant des organisations supramoleculaires 
10 m£tastables de formes spheriques appelees liposomes qui renferment un compartiment 
aqueux interne. Ces liposomes sont capables de renfermer des actifs th£rapeutiques au sein 
de ce compartiment interne et peuvent ainsi servir a vdhiculer ces actifs vers des cellules 
ou des tissus cibles. L'etude de ces vecteurs particulates a fait l'objet d'une literature 
abondante dans laquelle les problemes ainsi que les potentialit£s de leur utilisation ont €t€ 
15 largement abordes (Barenholz, Curr. Opin. In Coll and Int. Sci. 6 (2001) 66-77). 

Toutefois, Putilisation des liposomes pour le transport de principes actifs 
therapeutiques presente quelques inconvenients majeurs : 

Ces nanostructures ont g6n£ralement une stability relativement faible 
dans le temps, car dans le milieu dans lequel elles sont disperses, elles fusionnent pour 
20 former des objets plus larges qui pr£cipitent ensuite rapidement. Ce comportement limite 
fortement leur capacity de conservation et de stockage. 

La stabilite biologique de ces vecteurs, c'est-a-dire leur temps de 
retention dans la circulation sanguine, est etroitement associ£e a leur taille qui doit Stre 
inf£rieure a 200 nm pour leur permettre d'atteindre une cible potentielle (Nagayasu et al, 
25 Adv. Drug Del. Rev. 40 (1999) 75-87). Toutefois, les candidats les plus efficaces de ce 
point de vue : les liposomes uni lamellaires de petites tailles, prtsentent F inconvenient 
d'etre dotes d'un rapport medicament encapsuie / lipides plus faible que les liposomes uni 
lamellaires de grandes tailles (Vemuri et al., Pharm. Acta Helv. 70 (1995) 95-111). Les 
lipides formant ces nanostructures presentent g^ralement un cout de production eieve. La 
30 faible capacity decapsulation de principes actifs de certains de ces liposomes repr^sente 
alors un probleme economique. 

Enfin, il est indispensable de pouvoir disposer d'un vecteur qui puisse 
lib6rer son contenu de maniere progressive et continue. De telles proprietes n^cessitent 
d' avoir recours k des membranes hautement organisees et impermeables qui sont 
35 constitutes de formulations de lipides complexes et cofiteuses. 

Malgre ces difficultes un certain nombre de preparations 
pharmaceutiques k base de liposomes sont disponibles actuellement sur le marche ou sont 
en phase clinique. L'avantage le plus appreciable de ces preparations est leur excellente 
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tolerance par rapport k Tutilisation d'un principe actif libre. Leur efficacite a dose 
6quivalente est cependant k peine superieure. C'est le cas de 1 9 amphotericin B encapsuiee 
en liposome (Ambisome®). Son encapsulation dans des formulations lipidiques augmente 
consid^rablement son index therapeutique (Andres et al. 9 Rev. Med. Interne, 22 (2001) 
5 141-150). 

Afin de diminuer leur elimination rapide par le systeme 
reticuloendothelial, des systemes de protection des liposomes ont 6t€ mis en place. Le plus 
efficace consiste a utiliser des phospholipides substitu6s par des polyethylene glycols de 
masse moieculaire comprise entre 1000 et 5000 dans une proportion de 5 a 10% du 

10 melange total de phospholipides. Les liposomes « invisibles », dits furtifs, ainsi formes 
(commercialises sous le nom de marque Stealth liposomes®) ont des temps de retention 
sanguins superieurs aux liposomes conventionnels (45h contre quelques minutes a 
quelques heures). L' augmentation du temps de circulation sanguine de ces liposomes 
favorise leur accumulation dans les tissus cancereux qui sont particulierement irrigues, et 

15 leur utilisation pour le transport de composes anticancereux est particulierement appropriee 
(Gabizon et al, Cancer Res. 54 (1994) 987-992). Une formulation de Stealth liposomes® k 
base de dauxorubicine (Doxil®, Alza Corp.) est actuellement commercialisee pour hitter 
contre le syndrome de Kaposi. Cependant certaines formulations constituees de liposomes 
de trds petites tailles (50 nm) peuvent aussi etre considerees comme des preparations a 

20 longue circulation. C'est le cas de la formulation anticancereuse de daunorubicine 
commercialisee par NeXstar (DaunoXome®). 

Afin d' assurer la stabilite mecanique des liposomes que ce soit lors de 
leur stockage ou de leur utilisation in vivo, plusieurs strategies impliquant P utilisation de 
polymeres peuvent etre envisagees : 

25 La polymerisation des tensioactifs constitutifs de la membrane du 

liposome apres sa formation (Bader et al. 9 Adv. Polym. Sci. 64 (1985) 1-62) et Hotz et al, 
Adv. Mater. 10 (1998) 1387-1390). 

L'interaction de polymeres ioniques amphiphiles ou non a la surface de 
la membrane externe des liposomes (Hayashi et al, Biochim. Biophys. Acta, 1280 (1996) 

30 120-126, Ishihara et a/., Coll. and Surf., B : Biointerfaces 25 (2002) 325-333). 

Enfin, la polymerisation d'un monomere hydrophile a rinterieur de la 
cavite aqueuse interne du liposome est une methode qui a ete peu etudiee et qui a ete 
d6crite sommairement par Torchilin et al. (Makromol. Chem., Rapid communication, 8 
(1987) 457-460). Elle a ete utilisee comme outil de fabrication d'empreinte moieculaire 

35 polymerisee dans un brevet americain (Perrot et al, US patent n° 6217901, 17 avril 2001). 

La limitation essentielle liee k 1'utilisation de polymeres pour stabiliser 
les liposomes est la toxicite potentielle induite par leur accumulation dans le lysosome ou 
par la toxicite propre du monomere hydrophile non polymerise (cas de Pacrylamide). Afin 
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de limiter ce ph6nom&ne il est crucial d'utiliser des polymeres de bas poids moteculaires 
plus facilement biod6gradables. 

L'utilisation de micelles stabilises a partir de composes amphiphiles 
polymerises combinant des blocs hydrophiles et hydrophobes pour le transport d 5 actifs 

5 th£rapeutiques peu solubles dans l'eau a fait Tobjet d'un travail de recherche abondant 
(G.S. Kwon et al, Adv. Drug Deliver. Rev., 16 (1995) 295-309, M. Jones et al, Eur. J. 
Pharm. Biopharm., 48 (1999) 101-111, V.P. Torchilin, J. Control. Release, 73 (2001) 137- 
172). Ces syst&mes de vectorisation permettent notamment le transport et la solubilisation 
d'un certain nombre d a actifs anticanc&reux, particulierement les derives polycycliques. 

10 Ceux-ci pr^sentent en rdgle g6n6rale une tr6s faible biodisponibilite par voie orale et leur 
injection par voie intraveineuse entraine par agr6gation des embolies des vaisseaux 
sanguins ainsi qu'une toxicity locale par depot solide (A.N. Lukyanov et al, Adv. Drug 
Deliver. Rev., (2004) disponible sur internet Science Direct). L'utilisation de liposomes, de 
micro6mulsions ou de cyclodextrines sont des solutions prometteuses mais qui prSsentent 

15 encore trop de limitations notamment une variability trop importante de la solubilisation de 
ces actifs peu solubles qui depend en grande partie de leur structure. La mise au point de 
systemes micellaires polymdriques de petites tailles represente done une alternative 
int6ressante a ces technologies k laquelle nous nous sommes interess6s. 

Grace a une CMC particulierement basse, les tensioactifs polym&iques 

20 constituant ces micelles leur conferent une stabilite thermodynamique particulierement 
61ev6e et une capacite de retention des actifs encapsutes tres importante. La taille trds 
faible des ces nanoparticules (infSrieure a 100 nm) leur apporte une excellente stability in 
vivo ainsi qu'un ciblage passif des sites tumoraux particulierement irrigu^s. 

Un ciblage actif de ces vecteurs peut-Stre r6alis6 par recouvrement de 

25 leur surface par des molecules cibles tels que des anticorps, des peptides, des lectines, des 
sucres, des hormones ou des composes synth6tiques sp^cifiques. 

La litt&rature cite un nombre important de polymeres a caractere 
amphiphile. Ce sont g6ndralement des polymeres de type di-block constitu6s de diffSrents 
monomeres hydrophiles et hydrophobes (M. Jones et al, Eur. J. Pharm. Biopharm., 48 

30 (1999) 101-111, V.P. Torchilin, J. Control. Release, 73 (2001) 137-172). D'autres 
amphiphiles d&iv6s de phospholipides et de polymeres de polyethylene glycol et de 
polyvinyl pyrrolidone ont 6galement 6t€ Studies (A.N. Lukyanov et al, Adv. Drug Deliver. 
Rev., (2004) disponible sur internet Science Direct). 

Un premier objectif de la pr^sente invention est la mise au point de 

35 vecteurs nano particulaires k tres faible cofit de production et ay ant la capacity de 
transporter a l'int&ieur de leur cavitS aqueuse interne une famille trds large d'actifs 
hydrophiles. Les vecteurs nano particulaires de Pinvention permettent V encapsulation, la 
retention et la liberation de substances dosables. Les applications vis6es incluent le 
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transport de principes actifs, notamment de principes actifs th£rapeutiques, la d£livrance 
6pidermique de substances cosm£tiques, le diagnostic medical. Notamment le transport 
d'actifs anticanc£reux, d'actifs a visage vaccinal, de materiel g£n£tique, d'enzymes, 
d'hormones, de vitamines, de sucres, de prolines et de peptides, de lipides, de molecules 
5 organiques et inorganiques. 

Cet objectif a 6t6 atteint gr&ce a la conception et & la synthase de 
nouveaux tensioactifs qui permettent de preparer des vecteurs nano particulaires ou 
liposomes dotes de propri£t6s avantageuses par rapport aux liposomes de Tart ant&ieur. 

Un second objectif de la prdsente invention est la mise au point de 

10 vecteurs nano particulaires a tres faible cotit de production et ayant la capacity de 
transporter a Finterieur de leur cavity hydrophobe ou de leur feuillet lipidique une famille 
tr&s large d'actifs hydrophobes. Les vecteurs nano particulaires de Finvention permettent 
F encapsulation, la retention et la liberation de substances dosables. Les applications vistes 
incluent le transport de principes actifs, notamment de principes actifs th6rapeutiques, la 

15 deiivrance 6pidermique de substances cosm&iques, le diagnostic medical. Notamment le 
transport d'actifs anticanc£reux, d'actifs a usage vaccinal, de materiel g£n£tique, 
d'enzymes, d'hormones, de vitamines, de sucres, de proteines et de peptides, de lipides, de 
molecules organiques et inorganiques. 

Cet objectif a 6te atteint grfice a la conception et k la synthese de 

20 nouveaux tensioactifs de type telomere qui permettent de preparer des micelles et 
nanoparticules ellipsoidales ou liposomes dot£es de propri6t6s avantageuses par rapport 
aux micelles polym6riques de Fart ant&ieur. 



La prSsente invention a pour objet les composes r^pondant k la formule 
25 (I): _ _ 




(D 



dans laquelle : 

30 • Y repr£sente un atome de soufre ou un groupement 

O 



— NH (CH 2 )n X ^ x 6tant c h 0 i s i parmi les groupements S et 

CH 2 , n est un entier allant de 0 k 10, tel que par exemple 0, 1 , 2, 3, 4, 5 ou 6 ; 
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• m est un entier allant de 0 a 9, tel que par exemple 0, 1 , 2, 3, 4, 5 ou 6 ; 
et lorsque X=CH2 alors 0<m+n<6 

• W repr6sente un groupement -NH- ou un groupement -CH 2 - 

• p reprdsente un entier allant de 1 h 50 

• Ri reprSsente un groupement choisi parmi les radicaux suivants : 

W /-o 

° ^OR 

dans lesquels R' repr^sente H ou un groupement hydrophile, comme par 
exemple un compose hydrocarbon^ polyhydroxyte en C4-C24 ; notamment R' peut etre 
choisi parmi les sucres comme par exemple le galactose, le glucose, le mannose, Pacide 
sialique, li€ par son carbone anomere ; 

• R repr^sente un groupement choisi parmi : les radicaux hydrocarbons 
en C4-C24 ; les radicaux hydrocarbones fluores en C4-C24 ; les radicaux thioalkyls en C 4 - 
C24. 

Le groupement R peut notamment etre choisi parmi les radicaux 

suivants : 

Le radical thiooctyl 

Les radicaux hydrocarbones en C4-C24 tels que le n-butyle, le ter- 
butyle, Fisobutyle, le n-pentyle, 1'isopentyle, le n-hexyle, le n-heptyle, le n-octyle, le n- 
nonyle, le n-d6cyle, le n-und6cyle, le n-dod6cyle, le n-trid6cyle, le n~t6trad6cyle, le n- 
pentadecyle, le n-hexad6cyl, le n- heptadecyle, le n-octad6cyle, le radical phytyl 
(CH 3 [CH(CH3)(CH2)3]3CH(CH3)CH 2 CH2)), 

Les radicaux hydrocarbones fluores en C4-C24 tels que ceux 
r6pondant & la formule -(CH2)r(CF2) r F, dans laquelle r et t repr^sentent deux entiers avec : 
24 > r+t > 4, comme par exemple : 

-(CF 2 ) 4 F; -(CF 2 ) 5 F; -(CF 2 )6F ; -(CF 2 ) 7 F ; -(CF 2 ) 8 F ; -(CF 2 ) 9 F ; - 
(CF 2 )i 0 F; -(CF 2 )nF; -(CF 2 ), 2 F ; -(CF 2 ) 13 F ; -(CF 2 ) 14 F ; -CH 2 -(CF 2 ) 3 F ; -CH 2 -(CF 2 ) 4 F ; - 
CH 2 -(CF 2 ) 5 F; -CH 2 -(CF 2 ) 6 F ; -CH 2 -(CF 2 ) 7 F ; -CH 2 -(CF 2 ) 8 F ; -CH 2 -(CF 2 ) 9 F ; -CH 2 - 
(CF 2 ) 10 F; -CH 2 -(CF 2 ) n F ; -CH 2 -(CF 2 ) 12 F ; -CH 2 -(CF 2 ) I3 F ; -(CH2MCF 2 ) 2 F ; -(CH 2 )2- 
(CF 2 ) 3 F ; -(CH 2 MCF 2 ) 4 F ; -(CH 2 ) 2 -(CF 2 ) 5 F ; -(CH 2 ) 2 -(CF 2 ) 6 F ; -(CH 2 MCF 2 ) 7 F ; -(CH^- 
(CF 2 ) 8 F; -(CH 2 ) 2 -(CF 2 ) 9 F ; -(CH 2 MCF 2 ) 10 F ; -(CH 2 ) 2 -(CF 2 )nF ; -(CH 2 MCF 2 )i 2 F ; - 
(CH 2 ) 3 -(CF 2 ),F ;; -(CH 2 ) 13 -(CF 2 )F . ; -(CH 2 ) 4 (CF 2 )6F ; -(CH 2 ) 4 (CF 2 ) 8 F ; (CH 2 )4(CF 2 )i 0 F ; - 
(CH 2 )io(CF 2 )6F ; -(CH 2 ) 10 (CF 2 ) 8 F ; -(CH 2 )io(CF 2 ) 10 F.... 




Selon une premiere variante pr£f!£r£e, la prdsente invention a pour objet 
les composes repondant k la formule (IA) : 
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OH 



HN 



o 



(CH 2 )n— X — (CH 2 ) 




OH 



OH 




m+1 



(IA) 



dans laquelle : 

X represente un atome de soufre S ou un groupement -CH2- ; 
n est un entier allant de 0 k 10, tel que par exemple 0, 1, 2, 3, 4, 5 ou 6 ; 
m est un entier allant de 0 a 9, tel que par exemple 0, 1, 2 5 3, 4, 5 ou 6 ; 
lorsque X=CH 2 alors 0<m+n<6 ; 

R represente un groupement choisi parmi : les radicaux hydrocarbon^ en 



C4-C24 ; les radicaux hydrocarbones fluor^s en C4-C24 ; les radicaux thioalkyls en C4-C24. 

Les chaines R pr6fer6es sont celles qui contribuent a donner au 
tensioactif de formule (I) une temperature de transition de phase superieure & 37°C. En 
effet, lorsque de tels tensioactifs sont utilises pour la fabrication de liposomes, ces 
tensioactifs, possSdant une structure cristalline k temperature physiologique, apportent a la 
membrane des liposomes une rigidite superieure et un degre de retention plus important 
des solutes encapsuies dans le compartiment aqueux interne. De preference R represente 
une chaine hydrocarbonee en C12-C24 ou une chaine hydrocarbonee fluoree en Cg-C 2 4. 

Preferentiellement Tune ou plusieurs des conditions suivantes sont 
verifiees : X=S ; n=2, m=l. 

Les composes de formule (IA) prefers sont ceux repondant k la formule 
A dans laquelle R a la meme definition que ci-dessus n=2, X=S, m=l : 




RHN 



Formule A 

Parmi ceux-ci, un compose particulierement prefere est Al represente ci- 



dessous : 
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O O r-OH 

H OH 

Compose A1 




H 



La synthese des molecules de formule (I) peut etre faite de fafon simple 
en utilisant les m£thodes classiques de la synthese organique. Plusieurs exemples de 
synthase sont illustr£s dans la partie exp6rimentale. 

Un autre objet de Pinvention consiste dans Tutilisation des molecules de 
formule (I), avantageusement des molecules de formule (IA) pour la fabrication de 
liposomes. Les liposomes de Tart anterieur ont leurs parois gen^ralement constitutes de 
phospholipides. 

Les liposomes sont fabriquSs k partir des tensioactifs de formule (I), 
prSftrentiellement de formule (IA) tres facilement par la m&hode du film (Liposomes, a 
practical approach, R.R.C. New, Ed., Oxford University Press, New- York, 1990). Ce 
proc&te peut Stre r6sum6 de la fa9on suivante : 

Une solution de tensioactif (I) ou (IA) dissous dans du methanol ou du 
chloroforme est 6vaporee lentement dans un ballon afin de former un film fin sur la paroi 
du ballon. De Teau distiltee a 65°C est additional afin de r&iydrater le film, k une 
concentration de 2,5 mg/ml. La solution obtenue est ensuite soumise aux ultrasons pendant 
30 minutes dans un bain de sonication a une temp6rature sup£rieure k la temperature de 
transition de phase du tensioactif disperse jusqu'a obtention d'une solution translucide 
bleut£e. On peut 6galement pour cette dernidre 6tape remplacer la sonication par une 
extrusion rep£t£e de la solution au travers de deux filtres de polycarbonate de porosity 
200nm, months en s£rie. Un double traitement de sonication et d'extrusion peut 6galement 
etre pr£vu. 

D'autres m6thodes classiques de preparation de liposomes peuvent €tre 
utilises pour la preparation des liposomes de T invention. On peut k cet effet se reporter k 
S. Vemuri et C.T.Rhodes, Pharmaceutica Acta Helvetiae 70, (1995), 95-1 1 1 . 

De fafon etonnante on observe la formation de v£sicules de forme 
allong£e, designees v6sicules tubulaires en raison de leur taille, qui est de l'ordre de 
quelques dizaines de nanometre, et de leur forme qui rappelle celle d'un tube ferm6 k ses 
deux extr£mit6s. 

La taille et la stability m6canique dans le temps des particules obtenues 
dans la solution ont 6t& mesur£es aprfes filtration par diffraction dynamique de la lumifcre 
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(High Performance Particle Sizer, Malvern). La nature des particules obtenues a 6t6 etudi6e 
par microscopie 61ectronique par transmission apres coloration negative de l'6chantillon ou 
apres cryofracture (figure 4). 

Les mesures de forme et de taille etablies par P observation des cliches de 
5 microscopie electronique ont permis de mettre en Evidence la formation de liposomes de 
forme allongee denommes vesicules tubulaires, referm^s a leurs extr&nit6s, dont la section 
moyenne est comprise entre 20 et 80 nm et la longueur moyerme est comprise entre 200 et 
500 nm (figure 3). Les analyses en cryofracture ont confirm^ la formation de ces vesicules 
tubulaires et leurs caract^ristiques morphologiques a savoir la presence d'une cavit6 

10 aqueuse interne isol6e du milieu ext&ieur (figure 5). 

Pour un tensioactif de formule (IA) donn6 la taille des particules est 
sensiblement homogene : elle varie dans une fourchette de valeur de + 10%, 
pr6f6rentiellement de + 5%, autour d'une valeur centrale de longueur et de diametre. 

Ces vesicules tubulaires ont une stability relativement 61ev6e puisque l'on 

15 n'observe aucune Evolution de la taille des particules apres un an de stockage tandis que 
des liposomes form6s de phosphatidyl choline de jaune d'oeuf montrent une evolution 
apres seulement 5 jours de stockage. 

La mise en Evidence de la cavity interne aqueuse a 6t6 prouvee 
indirectement par des mesures spectrofluorim&riques de V encapsulation et des cinetiques 

20 de relargage d'une sonde fluorescente hydrophile, la carboxyfluoresc&ne. Les mesures 
montrent clairement une cin&ique de relargage plus lente de la sonde fluorescente 
compare a une encapsulation traditionnelle dans un melange de phosphatidyl choline de 
jaune d'oeuf (figure 1). 

Nous avons pu mettre en Evidence que les liaisons hydrogene 

25 intermoteculaires entre les tensioactifs constituant les vesicules tubulaires 6taient k 
l'origine de leur morphologie et de leur stability particuliere. En effet, les fonctions alcool 
du tris(hydroxymethyl) aminom&hane ainsi que les fonctions carbamate ont la propria de 
pouvoir g6n&rer un reseau de liaisons hydrogene entre les tensioactifs constituant la 
membrane, stabilisant ainsi les vesicules tubulaires. Ceci a pu 6tre mis en Evidence par 

30 spectroscopie infra-rouge k transform^ de Fourier en phase liquide (dans CCI4). On note 
en effet, sur le spectre une augmentation de 1 'intensity de la bande k 1691 cm* 1 
caracteristique des fonctions carbonyles Itees k un atome d'hydrogdne, lorsque la 
concentration en tensioactif dans la solution augmente au detriment de son homologue non 
li(§ (figure 2). 

35 II est k noter que la substitution dans le tensioactif de formule (IA) des 

liaisons carbamate par des liaisons ester entre les chaines grasses et le motif glycerol, 
comme illustr6 dans la structure B, conduit k la formation dans l'eau de liposomes de 
structures traditionnelles dont la stability m6canique est seulement de quelques heures, 
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coniirmant ainsi Fhypothese 6mise de stabilisation et d' organisation des v6sicules 
tubnlaires par FStablissement de liaisons hydrogene particulteres (figure 6). 




Structure B 

5 

L'invention a en outre pour objet des liposomes, ou dispersions aqueuses 
de v^sicules, caracteris^s en ce qu'ils comportent un ou plusieurs composes de formule (I), 
avantageusement de formule (IA) comme constituants de leurs parois. 

Ces liposomes pr6sentent des caract&istiques de structure originales qui 
10 leurs conferent des propri6t6s inattendues, en particulier une stability am&ioree par rapport 
aux liposomes de Tart ant^rieur. Les liposomes de Pinvention ont 6galement montr6 une 
capacity k libSrer un principe actif sur une plus longue dur6e par rapport aux liposomes de 
l'art ant&ieur. 

Selon une seconde variante pr6feree 5 Tinvention a pour objet les 
15 composes r^pondant a la formule (IB) : 




dans laquelle : 

Y repr^sente un atome de soufre ou le groupement -NH-CO-CH2CH2S- 
W repr^sente un groupement -NH- ou un groupement -CH2- 
p repr^sente un entier allant de 1 k 50 
25 Ri reprSsente un groupement choisi parmi les radicaux suivants : 
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dans lesquels R' represente Houun groupement hydrophile, comme par 
exemple un compose hydrocarbone polyhydroxyle en C4-C24. Notamment R* peut Stre 
choisi parmi les sucres comme par exemple le galactose, le glucose, le mannose, Pacide 
sialique, lie par son carbone anomere. 
5 R represente un groupement choisi parmi : les radicaux hydrocarbon6s en 

C4-C24 ; les radicaux hydrocarbones fluor6s en C4-C24 ; les radicaux thioalkyls en C4-C24. 

Les chaines R prefixes sont celles qui contribuent k donner aux 
tensioactifs de formule (IB) une Concentration Micellaire Critique (CMC) inferieure k 10" 5 
M. Une CMC basse apporte en effet a la nanoparticule une stability thermodynamique plus 
10 importante ainsi qu'une capacity de retention plus importante des solutes encapsuies dans 
le compartiment hydrophobe interne. De preference R represente une chaine 
hydrocarbonee en C12-C24 ou une chaine hydrocarbon^e fluoree en C8-C24. 

La synthese des molecules de formule (IB) peut etre faite de fa$;on simple 
en utilisant les m&hodes classiques de la synthese organique. Plusieurs exemples de 

1 5 synthase sont illustr6s dans la partie experimentale. 

En resume, lorsque la molecule de formule (IB) est synth&isee avec un 
groupement R de type thioalkyle, celle ci est utilis^e comme agent de transfert dans une 
reaction de teiomerisation en presence du reactif polymerisable hydrophile (de type 
Tris(hydroxymethyl) acrylamidomethane ou ses derives ou vinylpyrolidonne) et d'un 

20 amorceur radicalaire tel que Pa,a'azobisbutyronitrile (ADBN) en solution dans le 
methanol, le THF ou Facetonitrile portes a 1' ebullition. La proportion initiale de monomere 
polymerisable et d' agent de transfert permet de controler le degre de polymerisation du 
telomere et done la solubility du produit. Ces derniers sont obtenus par precipitation dans 
rether. 

25 Les composes de formule (IB) prefers sont ceux pour lesquels Y 

represente S. 

Une autre variante prefe^e est celle dans laquelle p represente un entier 

allantde5&15. 

De fa9on encore plus avantageuse, on pref&re les composes r6pondant a 
30 la formule C ci-dessous dans laquelle R a la meme definition que ci-dessus, p represente un 
entier allant de 5 k 15, W=CH 2 : 




H 2 
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Compost C 

Parmi ceux-ci un compose particulterement pr6f6r6 est CI represents ci- 

dessous : 




5 Compose CI 

Un autre objet de Pinvention consiste dans Putilisation des composes de 
formule (I), avantageusement des composes de formule (IB) pour la preparation de 
nanoparticules k cavitd hydrophobe et les nanoparticules ainsi obtenues. Les particules sont 
10 fabriqu^es a partir des tensioactifs de formule (I) ou (IB) tres facilement par la m&hode du 
film qui est bien connue de Phomme du metier et qui est d6crite dans Pouvrage 
Liposomes, a practical approach, R.R.C. New, Ed., Oxford University Press, New- York, 
1990. On procede comme expose ci-dessus pour les composes de formule (IA). 

De fa9on 6tonnante, a partir des composes de formule generate (IB), dont 
15 la valeur de p est inf£rieure a 15 et lorsque R repr£sente une chaine hydrocarbon^ 
comprenant au moins 12 atomes de carbone, on observe la formation de nanoparticules de 
forme allong6e, designees ellipsoides en raison de leur forme en grain de riz (figure 7a). 

Etude des particules ellipsoides obtenues h partir des composes de 

structure (IB) 

20 En effet, k partir des d£riv£s de formule g6n£rale (IB), lorsque p est 

compris entre 5 et 15, on observe la formation de particules originales dont la forme 
6voque un grain de riz et dont la taille diminue lorsque p augmente (figure 8). Lorsque p 
est sup^rieur a 15 la taille des objets obtenus est inf&ieure k 10 nm et la nature des 
agr£gats formes est essentiellement micellaire. 

25 La taille et la stability mScanique dans le temps des particules obtenues 

dans la solution ont 6t6 mesur£es apres filtration par diffraction dynamique de la lumtere 
(High Performance Particle Sizer, Malvern). La nature des particules obtenues a €t€ 6tudi6e 
par microscopie 61ectronique par transmission apres coloration negative de P6chantillon ou 
apres cryofracture. La Concentration d'Agr£gation Critique de ces tensioactifs a 6te 

30 d6termin6e par tensiom&rie et par spectrofluorim6trie par la m&hode du marqueur 
fluorescent. En outre la technique de tensiom£trie de Wilhelmy a permis de determiner les 
tensions superficielles limites et Paire de la tete polaire k Pinterface eau-air (figure 8). Ces 
composes pr£sentent des CMC relativement basses de Pordre de 10" 5 M. La CMC de ces 
tensioactifs n'Svolue quasiment pas en fonction de p (figure 8). Pour faire evoluer cette 
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valeur k la baisse ou k la hausse il faut respectivement augmenter ou diminuer la longueur 
des chaines hydrocarbonees. La temperature de transition de phase de ces tensioactifs a ete 
determinee par spectrofluorimetrie de polarisation et par difiusion de la lumifere (figure 9). 
La temperature de transition de phase n'evolue quasiment pas pour des longueurs de 

5 chaines constante lorsque p augmente (41°C<Tm<44°C) 

Le diam&re hydrodynamique (£>//) des edifices supramoieculaire suit une 
loi inverse a la variation du degre de polymerisation moyen des telomeres : au plus le 
volume relatif de la partie polaire est important, au plus la courbure des membranes est 
importante (figure 8). Ce rdsultat a et6 confirm^ par microscopie electronique. Au dela de 

10 p == 20, tous les cliches montrent des solutions micellaires (figure 7b). En revanche, en de$A 
de cette valeur, ils presentent des edifices supramoieculaires ressemblant k des objets 
oblongs en forme de grain de riz qui ne presentent pas de cavite aqueuse interne en MET 
apres coloration negative (figure 7a). 

Par granulomere, il apparait que pour le compose de structure (C) avec 

15 p = 5 et R = C17H35, le diamfetre hydrodynamique des particules obtenues est de 148 nm. 
Ces objets presentent une stabilite tres grande dans le temps qui augmente 
proportionnellement a la valeur de p (de 2 semaines pour p=5 k plusieurs mois pour p=25). 

Ces particules ellipsoidales presentent des caracteristiques de structure 
originales et leur diametre hydrodynamique moyen peut Stre module ais6ment par la 

20 variation de p, c'est-&-dire du nombre de motifs monomeriques constituant la partie 
hydrophile polymerique. Les particules de P invention ont egalement montre ime capacite a 
encapsuler des actifs hydrophobes. Cette incorporation peut etre realisee en utilisant les 
techniques bien connues de Phomme du metier. Par exemple, 1' encapsulation peut 6tre 
realisee par dissolution de Pactif dans une solution preformee d'ellipsoi'des ou de micelles, 

25 par la procedure huile dans Peau ou par dialyse. Les composes therapeutiques qui peuvent 
etre encapsuies sont tous les composes, de preference hydrophobes, qui peuvent etre 
incorpores de manure stable a ces edifices micellaires ou ellipsoides. Differentes families 
de principes actifs peu hydrophiles ou hydrophobes peuvent etre encapsuies ou dissous par 
Pintermediaire de ces objets incluant les anticancereux, des antibiotiques, des 

30 immunomodulateurs, des steroYdes, des antiinflammatoires ou des nucleotides. Les 
composes hydrophiles susceptibles de se complexer k la partie polaire des nanoparticules 
peuvent egalement etre encapsuies ou vectorises. La dose d'actif effectivement encapsuiee 
dans ces nanoparticules est determinee aprfes filtration de Pactif non encapsuie par CLHP, 
par spectrometrie UV ou de fluorescence ainsi que par RMN ! H. 

35 Outre les composes de formule (I), les nanoparticules, micellaires, 

ellipsoidales ou liposomes, de Pinvention peuvent comporter en outre de preference au 
moins un compose repondant k la formule (II) ci-dessous : 
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5 (n) 

dans laquelle : 

- Y reprSsente tin atome de soufre ou le groupement -NH-CO-(CH2)n-X- 
dans lequel X reprSsente un atome de soufre Souun groupement -CH 2 -, n est un entier 
allant deO a 10; 

10 - W repr^sente un groupement -NH- ou -CH 2 - 

- x reprSsente 0 ou un nombre entier allant de 1 a 30 ; 

- y repr&ente 0 ou un nombre entier allant de 1 a 10 ; 

- Ri repr^sente un groupement hydrophile choisi parmi les radicaux 

suivants : 



15 




dans lesquels R' repr6sente Houun groupement hydrophile, comme par 
exemple un compose hydrocarbon^ polyhydroxyie en C4-C24 ; notamment R' peut §tre 
choisi parmi les sucres comme par exemple le galactose, le glucose, le mannose, l'acide 
sialique, lie par son carbone anomdre ; 

20 - R2 repr6sente un groupement de reconnaissance qui est choisi en 

fonction de la cible cellulaire, de preference il est choisi parmi les groupements ayant une 
affinite prononc^e pour la cible biologique du principe actif vehicuie dans la nanoparticule. 

R2 peut Store de nature saccharidique (ciblage des lectines membranaires 
specifiques qui se retrouvent dans des tissus particuliers et qui reconnaissent seiectivement 

25 soit le galactose — cas du foie, des os, de certaines tumeurs cancereuses-, soit le mannose — 
cas des macrophages, du coeur-, soit l'acide sialique- cas des Erythrocytes -...)> de nature 
hormonale (tels que des steroides), de nature synthetique tel que le gleevek pour cibler les 
kinases, des anticorps specifiques, la biotine qui se lie k certaines prot&nes specifiques, et 
plus generalement tout substrat dont les recherches anterieures ont demontre la specificite 

30 de reconnaissance. On peut citer, par exemple, parmi les peptides utilisables dans la 
pr6sente invention : la sequence RGD, connue pour son affinite pour les integrines aVp3. 
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On peut pr£voir qu'une meme molecule de formule (II) comporte un ou 
plusieurs groupements R2 de reconnaissance identiques ou plusieurs groupements de 
reconnaissance R 2 differents, ce qui permet de diriger les particules vers plusieurs cibles 
biologiques distinctes. 

5 - Le groupement R ob£it aux memes regies que celles prec6demment 

d6finies pour la structure du compose de formule (I). 

- Z est un bras espaceur qui relie le groupement de reconnaissance R2 a la 
chaine polymerique. Z est lie a R2 au moyen d'une liaison qui peut etre choisie parmi les 
fonctions -O-CO-, -CO-NH-, -NH-CO-NH-, -NH-CO-O-, O-CO-O-, -O-, -CH=N-, -S- ou 

10 par complexation d'un atome de nickel (WoodleChikh et LasicaL, Biochim. Biophys. 
Acta, 1 113 (1992) 171-1 999) Acta, 1567 (2002) 204-212). Celui ci peut se lier d'une part a 
un tag de polyhistidine fixe sur P agent de ciblage et d' autre part a un polyacide de type 
NTA fixe sur la chaine polym6rique. 

Le bras espaceur Z peut Stre constitue d'une chaine peptidique. Celle-ci 

15 peut etre fix6e sur la chaine oligom&ique par P intermediate de la chaine laterale ou 
principale de Paminoacide situe en extremity. Ce bras espaceur comprend 1 a 5 acides 
amines, pref^rentiellement 1 a 3 acides amines. 

Les acides amines constituant le bras espaceur Z, sont choisis parmi les 
acides amines naturels comme 1'alanine, Targinine, Tasparagine, 1'acide aspartique, la 

20 cysteine, la glutamine, 1'acide glutamique, la glycine, l'histidine, Tisoleucine, la leucine, la 
lysine, la methionine, la phenylalanine, la proline, la serine, la threonine, le tryptophane, la 
tyrosine, la valine, ou les acides amines non naturels tels que Phydroxyproline, la 
norleucine, P ornithine, la citrulline, la cyclohexylalanine. Ce bras espaceur Z peut §tre 
constitue d'un r6sidu tyrosine permettant le suivi in vivo du vecteur apres marquage a I 

25 ou 131 L 

On peut egalement envisager d'employer comme groupement Z des 
acides Q-amin6s tels que Pacide 3-aminopropionique et Pacide 4-amino-butyrique, mais 
egalement Pethanolamine, la 3-propanolamine ou des diamines de formule -NH-(CH2) r - 
NH- dans laquelle r repr^sente un entier allant de 2 a 6. 
30 Lors d'une liaison par complexation d'un atome de nickel, le groupement 

-Z-R2 est constitue par un groupement NTA de formule : 



O 
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Selon la premiere variante de l'invention qui concerne les liposomes 
formes k partir de molecules de formule (IA), les composes de formule (II) prefers sont 
ceux de formule (IIA) ci-dessous : 




(CH 2 )n— X' 




"iMH-Z— R 2 



(HA) 

dans laquelle X, n, x, y, R, Ri et R 2 ont la meme definition que ci-dessus 
dans la formule (II). 

- de preference x et y ne sont pas nuls simultanement ; 

- de preference X represente S ; 

- de preference n=2. 

Selon la seconde variante de l'invention qui concerne les liposomes 
formes k partir de molecules de formule (IB), les composes de formule (II) preferes sont 
ceux de formule (IIB) ci-dessous : 




(HB) 

dans laquelle : 

- Y represente un atome de soufre ou le groupement - NH-CO-CH 2 CH 2 S- 

- W, x, y , Z, R, Ri, R 2 ont la meme definition que dans la formule (II) ci- 
dessus. 

De preference, les nanoparticules (liposomes, vesicules tubulaires, 
micelles ou particules ellipsoidales) de l'invention comportent de 1 a 5% d'vm ou plusieurs 
composes de formule (II) ce qui permet de favoriser le ciblage de ces nanoparticules vers 
leur cible biologique sans alterer leur organisation. 
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Ces telomeres lipidiques de formule (II) pr6sentent Pavantage grace k 
leur partie hydrophile oligomerique de pouvoir Eloigner les agents de reconnaissance 
greffSs de la surface des vSsicules tubulaires, favorisant ainsi leur reconnaissance par les 
cellules ou les tissus cibles. L'autre avantage \i6 a Putilisation de ces lipides de ciblage (II) 
est la possibility de multiplier les motifs de reconnaissance sur un seul compose grace a la 
technique de t61om6risation. Les facteurs x et y sont en effet faciles k contr61er et vont 
d^pendre assez 6troitement de la proportion de monomferes et d'agent t61ogene mis en 
reaction. 

La ligation des agents de reconnaissance peut etre r6alis6e avant la 
t61om6risation de la tete hydrophile si il y a compatibility avec les conditions 
r6actionnelles. Les agents de reconnaissance peuvent 6galement §tre fxx6s sur la tete 
polaire oligomerique apres formation des v^sicules tubulaires. La partie hydrophile 
t61om6ris6e est alors fonctionnalisde par des groupements susceptibles d' assurer le 
couplage avec ces agents de reconnaissance. Les diff6rentes techniques de couplage 
susceptibles d'etre utilisees sont bien connues de Phomme du metier et elles sont 
notamment d^crites dans: Allen et a/., Biochim. Biophys. Acta, 1237 (1995) 99-108 ; 
Sapra, Prog. Lipids Res., 42 (2003) 439-462, Hansen et a!., Biochim. Biophys. Acta, 1239 
(1995) 133-144. 

Les composes de formule (II) constituent un autre objet de Pinvention. 
Les composes de formule (I) et de formule (II) d6crits ci-dessus peuvent 
etre regroupSs sous une meme formule (III) : 

Y ^(CH 2 )m— R 3 




(III) 

dans laquelle R, W, m et Y ont la m€me definition que dans les formules 
(I) et (II) ci-dessus et R 3 reprdsente un groupement choisi parmi : 
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Ri ayant la meme definition que dans les formules (I) et (II), p ayant la 
meme definition que dans la formule (I), x, y, Z, R2 ayant la meme definition que dans la 
formule (II). 

En particulier, les compos6s de formule (IA) et de formule (IIA) peuvent 

etre regroup^s sous une formule commune (IIIA) : 

O 



(CH 2 )n-X R 3 




(inA) 

dans laquelle X, n et R ont la meme definition que dans les formules (IA) 
et 0IA) et R3 represente im groupement choisi parmi : 



10 



-(H 2 cy 



o 

jj 



m+1 NH 




H 



J x Q^NH-Z— R 2 



(V) 



15 



m ayant la meme signification que dans la formule (IA) 
Ri, R2, Z, x et y ayant la meme signification que dans la formule (IIA) 
Les composes de formule (IB) et de formule (IEB) d6finis ci-dessus 
20 peuvent etre regroup6s sous une formule commune (HOB) : 




(IHB) 
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dans laquelle R, Wet Y ont la mSme definition que dans les formules 
(IB) et (IEB) et R 3 repr6sente un groupement choisi parmi : 



R- 



et 




(IV) 



(V) 



Ri ayant la mSme definition que dans les formules (IB) et (IIB), p ayant 
la mSme definition que dans la formule (IB), x, y, Z, R 2 ayant la meme definition que dans 
laformule (IBB). 



10 Selon une variante preferee de F invention, les liposomes ou vesicules 

tubulaires de Finvention formes k partir des composes de formule (IA), et eventuellement 
(IIA) sont stabilises par teiomerisation ou polymerisation d'un monomfere de type 
acrylique contenu dans leur cavite aqueuse interne. 

De maniere k limiter le relargage des solutes encapsuies dans ces 

15 vesicules tubulaires et k augmenter leur stabilite mecanique il est possible d'introduire a 
Pinterieur du compartiment aqueux interne des vesicules tubulaires une matrice 
oligomerique ou polymerique. La matrice oligomerique est fabriquee apres encapsulation 
du ou des monomeres constitutifs dans les vesicules tubulaires et elimination des 
monomeres non encapsuies par des techniques de separation sur gel d'exclusion de taille. 

20 La teiomerisation, qui consiste k former le polymere en presence d'un agent de transfer! de 
chaine, permet d'acceder a des petits polymeres de taille contrSiee. La masse moieculaire 
reduite de ce polymere favorise son elimination par voie renale. En evitant F accumulation 
de polymere dans le lysosome on 6vite egalement des problfemes de toxicite. 

Les nanoparticules, liposomes ou vesicules tubulaires, comprenant, outre 

25 les tensioactifs de formule (IA), au moins un oligomere ou telomere tel que decrit ci- 
dessous constituent un autre objet de Finvention. 

L' oligomere ou le telomere est constitue de blocs de construction 
monomeriques, hydrophiles, ioniques ou non ioniques, choisis parmi les derives acide 
acrylique, acide methacrylique, methacrylamide, ainsi que les derives acrylate, 

30 methacrylate, acrylamide et methacrylamide d'alcools en CrC6, de polyols en C2-C12, de 
sucres et d'aminoacides. 

Ces sucres peuvent Stre 

Des sucres simples tels que : le glucose, ribose, arabinose, xylose, 
lyxose, allose, altrose, mannose, galactose, fructose, talose. 
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Des disaccharides tels que le maltose, le saccharose, ou le lactose 

Les aminoacides peuvent etre choisis parmi les acides amines naturels 

comme Talanine, 1'arginine, l'asparagine, l'acide aspartique, la cysteine, la glutamine, 

l'acide glutamique, la glycine, lliistidine, l'isoleucine, la leucine, la lysine, la methionine, la 

5 phenylalanine, la proline, la serine, la threonine, le tryptophane, la tyrosine, la valine, ou 

les acides amines non naturels tels que l'hydroxyproline, la norleucine, Pornithine, la 

citrulline, la cyclohexylalanine. 

Parmi les monomdres commercialement disponibles utilisables dans le 

proc6d6 de V invention, on peut mentionner par exemple : Le Tris(hydroxy)m£thyl 

10 acrylamidomethane, Tacrylate de sodium, Thydroxy&hyl acrylate, le glucose 

monoacrylate, le glucose-l-(N-m6thyl)acrylamide, le glucose 2-acrylamide, le maltose 1- 

acrylamide, le monoacrylate de sorbitol. 

Afin de modifier les capacit6s de retention et de stabilisation du telomere 

il est possible d'utiliser dans la fabrication du telomere des agents de reticulation 

15 hydrosolubles tels que : le glucose- 1,2-diacrylamide, le sorbitol diacrylate, le saccharose 

diacrylate, le saccharose di(6thylenediamine acrylamide), le kanamycin tetracrylamide, le 

kanamycin diacrylamide, ou d'autres sucres di ou polyfonctionnalises par des acrylates ou 

des acrylamides. En regie generate tous les composes hydrophiles susceptibles de recevoir 

au moins deux groupements acrylate ou acrylamide peuvent etre utilises. C'est le cas par 

20 exemple du derive acrylate de tris(hydroxymethyl) acrylamidomethane (compose E): 

OH 




Compose E 

Ces agents de reticulation sont utilises dans des proportions allant de 1 k 

25 5% en poids par rapport au poids du ou des monomeres. 

La taille du telomere est controiee en utilisant un ou plusieurs agents de 
transfert hydrophiles ou hydrophobes qui sont insets dans la membrane ou la cavite 
aqueuse interne des nanoparticules et particulierement des vesicules tubulaires. L' agent de 
transfert de chaine peut §tre hydrophile ou hydrophobe, de type thiol ou phosphite. Les 

30 agents de transfert de chaine employes sont choisis parmi les thiols hydrophiles tels que 
l'acide thiol acetique, l'acide mercaptopropionique, le thioethylene glycol, la cystamine, la 
cysteine ou les thiols hydrophobes tels que les alcane thiols de C2 & C30, comme par 
exemple le compose D (derive du cholesterol) qui est connu pour sa capacite & s'integrer 
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dans les membranes phospholipidiques. La synthase du compost D est d6crite notamment 
dans M. Wathier et a/., Chem. Phys. Lipids (2002), 115, 17-37. 




5 L' agent de transfert de chaine peut encore §tre choisi parmi les thiols 

bicatenaires prec^demment d<§crits. Les phosphites peuvent quant a eux §tre hydrophiles 
tels que le phosphite de dtethyle ou hydrophobes tels que les phosphites de dioctyle, 
didodScyle, dihexad£cyle. 

A fin d^viter de dSsorganiser la membrane des v6sicules tubulaires il est 

10 preferable que la structure hydrophobe de ces thiols hydrophobes se rapproche de celle des 
tensioactifs la constituant. Le motif commun de ces agents t&ogenes est avantageusement 
constitu6 d'un motif aminoglyc£rol sur lequel sont grefifees des chaines grasses par des 
liaisons carbamate suivant la formule (VI) : 



O 




15 (VI) 

dans laquelle R a la meme signification que dans les formules (I) (II) et 

(III) ci-dessus. 

Afin de moduler le degr£ de polymerisation il est possible de faire varier 

la proportion d' agent de transfert de chaine incorpor£e dans la membrane par rapport k la 
20 quantity de monomdres encapsutes. Le rapport de l'agent de transfert de chaine / tensioactif 

lipidique (I) varie pr<§f<6rentiellement de 1 k 10% en poids/poids. Le rapport agent de 

transfert de chaine / monomere varie de 0,1 k 10 % en poids/poids. 

La polymerisation peut etre inittee de fa9on connue par irradiation 

ultraviolette ou par des photoinitiateurs, par des couples d'initiateurs redox, par la chaleur 
25 ou par des initiateurs radicalaires thermiques et plus g6n6ralement par toutes les techniques 

classiques dScrites dans la literature (G. Odian, Principles of polymerization, 3.sup.rd Ed, 

Wiley, New York, 1991). 
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A la fin de la polymerisation, la cavite aqueuse interne des vesicules 
tubulaires comporte un telomere hydrophile muni eventuellement d'une partie hydrophobe 
telog&ie int6gr6e dans le feuillet membranaire interne. La description physico-chimique de 
ces vesicules tubulaires stabilisees est donn6e dans la partie exp6rimentale et leur capacity 
5 de retention superieure d'un solute encapsuie et leur stability m^canique accrue sont 
demontrees. 

Les applications vis£es incluent le transport de principes actifs, 
notamment de principes actifs therapeutiques, la deiivrance epidermique de substances 
cosmetiques, les agents de diagnostic medical. Notamment le transport d'actifs 

10 anticanc6reux, de vaccins, de materiel genetique, d'enzymes, d'hormones, de vitamines, de 
sucres, de prolines et de peptides, de lipides, de molecules organiques et inorganiques. 

Dans le cadre d'une utilisation vaccinale, les Epitopes et peptides 
pourront Stre incorpor^s dans la matrice aqueuse interne ou exprim^s h la surface des 
vesicules tubulaires par un systeme de liaison covalente afin d'ameiiorer la reponse 

15 immunitaire des epitopes. 

La presente invention a done en outre pour objet toute composition, 
notamment toute composition tMrapeutique, de diagnostic vaccinale ou cosm£tique 
comprenant au moins un principe actif en association avec une nanoparticule, liposome, 
vesicule tubulaire, ellipsoide ou micelle, telle que d£crite ci-dessus, et en particulier toute 

20 composition comprenant au moins un principe actif encapsuie dans un liposome ou 
vesicule tubulaire, ellipsoide ou micelle selon la presente invention. 

PARTIE EXPERIMENTAL^ 
FIGURES : 

25 La figure 1 illustre la cinetique de liberation de la carboxyfluoresceine 

encapsuiee dans des liposomes de phosphatidyl choline (+) et des vesicule tubulaires 

constituees du compose Al (•) mesuree en spectrofluorimetrie. 

La figure 2 represente le spectre infra rouge en phase liquide d'une 

solution du compose Al dans CCU a differentes concentrations (1.10" 2 k 2,5.10 M). 
30 La figure 3 represente la courbe de distribution en taille par volume des 

vesicules tubulaires, mesuree par microscopie eiectronique. 

La figure 4 est me photographie obtenue par microscopie eiectronique 

par transmission de phase apres coloration negative k Facetate d'uranyle 2% de vesicules 

tubulaires formees par dispersion du compose Al (2,5 mg.ml* 1 ) dans Feau. 
35 La figure 5 est une photographie obtenue par microscopie eiectronique 

par transmission de phase apr£s cryofracture d'un echantillon de vesicules tubulaires 

formees par dispersion du compose Al (2,5 mg.ml" 1 ) dans Feau. 
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La figure 6 est une photographie obtenue par microscopie 61ectronique 
par transmission de phase apres coloration negative a V acetate d'uranyle 2% d'un 
gchantillon de v&icules tubulaires fonn6es par dispersion du compost de structure B (2,5 
mg.ml" 1 ) dans 1'eau. 

La figure 7 repr^sente des cliches de Microscopie Electronique par 
Transmission de phase (coloration negative a l'ac&ate d'uranyle 20 %) de dispersions 
aqueuses de composes de formule C avec R=Ci 7 H 3 5 et p=5 (a) et R=Ci 7 H35 et p=20 (b), et 
de microscopie Electronique apres cryofracture du compost de formule C avec R=C 17 H35 et 
P=8 (c) 

La figure 8 est un tableau rassemblant les r6sultats d'Stude physico- 
chimique et granulom&rique de dispersions aqueuses des compos6s de structure C avec 
R=Ci 7 H 3 5, et p variable. 

La figure 9 repr^sente les temperatures de transition de phase mesurees 
par diffusion de lumiere et rappel des valeurs mesurees en spectrofluorim^trie 

Exemple 1 : svnthese du d6nv€ Al 

La synthase du d6riv£ Al est r^sumee dans le schema 1 

• Acide trityl mercaptopropionique (1) : molecule disponible 
commercialement. 

• rac-i^-(2,3-Dihydroxy--propyl)-3-(/rzYy/mercapto) propionamide (2) 

2 g d'acide 3-(fr//>7mercapto) propanoique (5,75 mmol), 0,523 g 
d'aminopropane diol (1 <§q) et 1,7 g de 7/-(Ethoxycarbonyl)-2-ethoxy-l,2-dihydroquinoline 
(EEDQ) (6,9 mmol, 1,2 6q) sont solubilisSs dans 50 mL de dichlorom&hane. Le milieu 
r^actionnel est chauffe a reflux durant 16 heures. Le brut r^actionnel est ensuite lav6 avec 
une solution de bicarbonate de sodium satur^e puis avec une solution d'acide 
chlorhydrique normale, satur^e en chlorure de sodium avant d'etre s6ch6 sur sulfate de 
sodium. Aprfcs filtration sur verre fritte, le produit est purifte par chromatographie sur gel 
de silice avec &ution par un gradient d'ac&ate d'&hyle pur a acetate d'(§thyle/m6thanol 
9 :1 (v :v)). Le produit pur est obtenu sous la forme d'une poudre blanche (2,12 g, Rdt : 
87%). 

Le produit peut aussi etre obtenu pur, avec un rendement identique, par 
cristallisation & temperature ambiante du brut rEactionnel dans un melange acetate 
d'6thyle/m6thanol 8 :2 (v :v) en 8 jours. 

RMN ^(/CDCb) : 6 (ppm) 7,40-7,25 (15H, m, aromatiques du trityle) ; 
5,86 (1H, t, NH) ; 3,7 (1H, m, CHOH) ; 3,51 (2H, m, CH2OH) ; 3,31 (2H, m, CH2NH) ; 
3,09 (2H, m, OH) ; 2,50 (2H, t, ClfcS) ; 2,04 (2H, m, SCHiCfibCO). 

RMN 13 C(/CDC1 3 ) : 5 (ppm) 172,9 (CH2CONH) ; 144,6 (SCC phenyl) ; 
129,6 (Cpara phenyl) ; 128,0 (C ortho phenyl) ; 126,8 (C m * t a phenyl) ; 70,9 (CHOH) ; 66,9 
(SCPh 3 ) ; 63,6 (CH 2 OH) ; 42,1 (NHCH 2 CH) ; 35,3 (SCH2CH2CO) ; 27,6 (CH 2 S). 
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• Rac-2,3-di[iV-(heptad6cyl)carbamoylox 

propionamide (3) 

2 g de rac-iV-(2,3-Dihydroxy-propyl)-3-(^r/ry/mercapto) propionamide 
(4,75 mmol) et 2,8 g de 1-Isocyanato-heptadecane (9,97 mmol, 2,1 6q) sont solubilis<Ss 

5 dans 50 mL de toluene fraichement distill^, k temperature ambiante et sous bullage 
d'argon. Le milieu r6actionnel est port6 au reflux et une pointe de spatule de 1,4-diaza 
bicyclo-[2,2,2]-octane (DABCO) (cat.) est ajoutee au melange. Au bout de 6 heures, le brut 
est evapore k sec et repris dans un minimum d'ether ou le produit cristallise a temperature 
ambiante. Apres filtration, le produit est obtenu pur sous la forme d'une poudre blanche 

10 (4,04 g, Rdt : 86 %). 

RMN *H (CDC1 3 ) : 8 (ppm) 7,47-7,23 (15H, m, aromatiques du trityle) ; 
6,02 (1H, t, NH) ; 4,95-4,74 (3H, m, CHO, CH2O) ; 4,18 (2H, m, NH) ; 3,44 (2H, t, 
CH2NH) ; 3,12 (4H, q, ClfcNH) ; 2,51 (2H, t, CH2S) ; 2,06 (2H, t, SCH2CH2CO) ; 1,49 
(4H, m, NHCH2CH2) ; 1,28 (54H, m, CH 2 chaines) ; 0,91 (6H, t, CH 3 ). 

15 RMN 13 C (CDCI3) : 5 (ppm) 171,2 (CHjCONH) ; 156,1-155,9 

(OCONH) ; 144,7 (SCC phenyl) ; 129,6 (C pa ra phenyl) ; 127,9 (C ort ho phenyl) ; 126,7 (C met a 

phenyl); 71,2 (CHO); 66,8 (SCPh 3 ) ; 63,4 (CH 2 0) ; 41,2 (NCH 2 CH 2 ) ; 40,0 

(NHCH 2 CH) ; 35,5 (SCH^H^O) ; 31,9 (NCHzCH^ ; 29,9-29,3 (chaines) ; 27,6 (CH 2 S) ; 

22,7 (CH 2 CH 3 ); 14,1 (CH 3 ) 
20 Rac-2,3-di[7/-(heptadecyl)carbamoyloxy-propyl]-3-mercapto 

propionamide (4) 

2 g du compost 3 (2,03 mmol) et 0,236 g de tri&hylsilane (2,03 mmol, 1 
6q) sont solubilisSs dans un minimum de dichlorom&hane et refroidis a 0° C par un bain 
de glace. Une solution a 10 % d'acide trifluoroac&ique dans le dichloromethane est 

25 ajoutee, a froid, goutte k goutte, par l'interm&Iiaire d'une ampoule a brome. D6s la fin de 
I* addition, le milieu est ramen6 k temperature ambiante et laiss6 sous agitation durant 3 
heures. Aprfes Evaporation a sec, reprise dans le dichloromethane et lavages k l'eau distiltee 
satur6e en chlorure de sodium puis avec une solution satur^e en bicarbonate de sodium, le 
brut est evapor6 a sec et repris dans l'acetate d'6thyle ou il cristallise a froid. Le produit 

30 pur est recup£r£ sous la forme d'une poudre blanche (1,3 g, Rdt : 86 %). 

RMN ] H (CDC1 3 ) : 8 (ppm) 6,46 (1H, t, NH) ; 4,97-4,95 (3H, m, CHO, 
ClfcO) ; 4,21 (2H, m, NH) ; 3,50 (2H, t, CH2NH) ; 3,16 (4H, q, CHzNH) ; 2,81 (2H, q, 
CHbS) ; 2,51 (2H, t, SCTfcCI^CO) ; 1,64 (1H, t, SH) ; 1,50 (4H, m, NHCH 2 CH2) ; 1,27 
(54H, m, CH 2 chaines) ; 0,89 (6H, t, CH 3 ). 

35 RMN 13 C (CDC1 3 ) : 8 (ppm) 170,9 (CH^ONH) ; 156,1-156,0 

(OCONH) ; 71,3 (CHO) ; 63,5 (CH 2 0) ; 41,2 (NCH 2 CH 2 ) ; 40,4 (NHCH 2 CH) ; 35,5 
(SCH2CH 2 CO) ; 31,9 (NCHzCH^ ; 29,9-29,4 (chaines) ; 22,7 (CH 2 CH 3 ); 20,4 (CH 2 S) ; 
14,1 (CH 3 ). 
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• Compose Al acetyie 

0,5 g de compost 4 (0,67 mmol) et 1,01 g de THAM triacetyie (3,37 
mmol, 5 6q) sont solubilis6s dans 30 mL de tri&hylamine fraichement distiliee. Le 
melange est porte a 50°C sous bullage d 'Argon durant 2 heures puis ramen6 a temperature 
ambiante et 6vapor6 a sec. Le brut est repris dans l'acetate d'ethyle pour Stre lave avec une 
solution aqueuse normale d'acide chlorhydrique puis avec une solution aqueuse satur6e en 
bicarbonate de sodium. Le produit est ensuite purifi6 par chromatographie sur gel de silice 
sur colonne 61uee a l'acetate d'ethyle pur. Apr£s evaporation et s6chage, le produit est 
obtenu pur sous la forme d'une poudre blanche (0,33 g, Rdt : 46 %). 

RMN ^(/CDCls) : 8 (ppm) 6,48 (1H, t, CONHCH 2 ) ; 6,37 (1H, s, 
CONHC) ; 5,05-4,96 (3H, m, CHO, q&O) ; 4,45 (6H, s, CH 2 0) ; 4,22 (2H, m, NH) ; 3,48 
(2H, t, CH2NH) ; 3,17 (4H, q, ClfcNH) ; 2,81 (2H, q, CH2S) ; 2,49 (4H, t, SCHjCfibCO) ; 
2,10 (9H, s, CH 3 ) ; 1,44 (4H, m, NHCH2CH2) ; 1,27 (54H, m, CH 2 chaines) ; 0,90 (6H, t, 
CH 3 ). 

RMN 13 C(/CDC1 3 ) : 6 (ppm) 171,7-171,5 (CH2CONH) ; 170,6 (OCO) ; 
156,2-156,0 (OCONH); 71,2 (CHO); 63,6 (CH 2 0) ; 62,5 (CH 2 0) ; 41,2 (NCH 2 CH 2 ) ; 
40,2 (NHCH 2 CH); 37,1-36,6 (SCHzCKfeCO) ; 31,9 (NCH^Hj) ; 29,8-29,3 (chaines); 
26,8 (CH 3 ) ; 22,6 (CH 2 CH 3 ) ; 20,8 (CH 2 S) ; 14,1 (CH 3 ). 
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Schema 1 : synthese du d€nv6 Al 



5 • Compost Al 

0,3 g de d&iv6 ac&yte (0,28 mmol) sont solubilists dans un minimum de 
methanol puis une pointe de spatule de m&hylate de sodium (cat.) est ajout^e. Le melange 
est laiss£ sous agitation A temperature ambiante durant 30 minutes en maintenant le pH 
entre 8 et 9 par ajout de m&hylate de sodium si nScessaire. Le milieu r6actionnel est 

10 ensuite neutralist par ajout de quelques gouttes d'une solution aqueuse normale decide 
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chlorhydrique. Apres 6vaporation a sec, le brut reactionnel est purifi6 par chromatographic 
sur gel de silice elude avec un melange acetate d'6thyle/m6thanol 95:5 (v.v). Le produit est 
obtenu pur sous la forme d'une poudre blanche (0,233 g, Rdt : 88 %). Pf : 1 29 °C. 

RMN 'HCCDCla): 5(ppm) 7,00 (1H, s, CONHC) ; 6,72 (1H, t, 

5 CONHCH2) ; 5,00 (3H, m, CHO, ClfcO) ; 4,47 (3H, m, OH x3) ; 4,44 (6H, s, CH 2 0 x3) ; 
4,19 (2H, m, NH x2) ; 3,48 (2H, t, CH2NH) ; 3,16 (4H, q, CH2NH x2) ; 2,85 (2H, q, 
CHjS) ; 2,65-2,50 (4H, t, SCHjCHzCO x2) ; 1,44 (4H, m, NHCH 2 CH2 x2) ; 1,28 (54H, m, 
CH 2 chaines) ; 0,91 (6H, t, CH 3 x2). 

RMN ,3 C(CDC1 3 ) : 5 (ppm) 171,1 (CH2CONH); 156,2-156,0 (OCONH); 

10 71,2 (CHO); 63,6 (CH 2 0); 61,0 (CH 2 OH); 41,2 (NCH 2 CH 2 ); 40,2 (NHCH 2 CH); 37,1-36,6 
(SCH2CH 2 CO); 31,9 (NCHzCHa); 29,9-29,3 (chaines); 22,6 (CH 2 CH 3 ); 20,41 (CH 2 S); 14,1 
(CH 3 ). 

Exemple 2 : Synthase de Taeent de reticulation E : T acide 2- 
acrvlovlamino-3-hvdroxv-2-hvdroxvmethvl-prop vl ester acrvlique 




Compos6 E 

20 • Acide 5-acryloylamino-2,2-dim6thyl-[l,3]-dioxan-5-yl methyl ester 

acrylique 

lg (4,65 mmol) de THAM isopropylidene est solubilis6 dans un 
minimum de dichloromethane. Le pH est ajust<§ et maintenu a 9 par ajout de quelques 
gouttes de tridthylamine puis une solution contenant 0,378 mL de chlorure d'acryloyle 

25 (4,65 mmol, 1 eq.) dans 4 mL de dichloromethane est additionnSe goutte a goutte. La 
reaction est suivie en CCM (acetate d'dthyle/ cyclohexane 7:3) avec la disparition du 
THAM isopropylidene (Rf : 0,3). Le milieu est ensuite neutralis6 par ajout d' acide 
formique, 6vapor6 a sec et purifte par chromatographic sur gel de silice a l'aide d'un 
gradient dilution acetate d'dthyle/cyclohexane 7:3 a 5:5. Le produit pur est obtenu sous la 

30 forme d'une huile jaune (1,1 g, Rdt : 87 %). 

RMN 'H (CDC1 3 ) : 5 (ppm) 6,50 (m, 1H, CHCONH), 6.43 (d, 1H, Clfcb 
ester acrylique), 6.30 (s, 1H, NH), 6.22 (d, 1H, CKb, acrylamide), 6.14 (d, 1H, CHCOO), 
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5.93 (d, 1H, CHaa ester acrylique), 5.65 (d, 1H, Clfca acrylamide), 4.62 (s, 2H, CH 2 OCO), 
4.42 (d, 2H, CH 2 0), 3.80 (d, 2H, CH 2 0), 1.49 (d, 6H, CH 3 x2) 

• Acide 2-acryloylamino-3-hydroxy-2-hydroxym6thyl-propyl ester 

acrylique 

5 l,lg (4,08 mmol) d'acide 5-acryloylamino-2,2-dim6thyl-[l,3]-dioxan-5- 

yl methyl ester acrylique et 5,45 g de Montmorillonite K10 sont melange dans du 
dichloromethane et laisses sous agitation a temperature ambiante durant 4 jours. Ce 
melange est ensuite filtre sur celite et lav6 au methanol. Le gateau de celite est repris 
plusieurs fois dans le methanol sous forte agitation avant d'etre a nouveau filtr<§. Apres 

1 o evaporation a sec, le produit est obtenu pur sous la forme d'une huile jaune (0,766 g, Rdt : 
82 %). 

RMN 'H (CDC1 3 ) : 6 (ppm) 6.73 (s, 1H, NH), 6.42 (d, 1H, CH^ ester 
acrylique), 6.21 (d, 1H, CHzb acrylamide), 6.14 (d, 1H, CHCOO), 5.88 (d, 1H, CHjza ester 
acrylique), 5.69 (d, 1H, CHju acrylamide), 4.70 (m, 2H, OH x2), 4.39 (d, 2H, CHbO), 3.70 

15 (dd, 4H, CH 2 OH). 

Exemple 3 : Svnthese d'un telomere lipidiq ue de ciblaee G 
Cette synthese est illustree par le sch£ma 2. 




• Ester methylique de l'acide 5-Acryloylamino-2-/err- 

20 butyloxycarbonylamino-pentanoique (5) 

4,00 g du sel d'acetate de la L-(Boc)LysOMe (12,50 mmol - 1 equiv.) 
sont dissous dans 30 mL de dichloromethane anhydre. Le pH de la solution est amen6 a 9 
par addition de DIEA puis refroidi a 0°C. 1,87 mL de chlorure d'acryloyle (23 mmol - 
1,85 equiv.) sont ajoutes goutte a goutte au melange reactionnel en maintenant le pH de la 

25 solution basique par addition de DIEA. Apres 24 heures d'agjtation, le milieu est lave a 
l'eau puis la phase organique est sechee sur Na 2 S0 4 . Les solvants sont 6vapor6s sous 
pression r6duite et la purification par chromatographie flash sur gel de silice (61uant : 
acetate d'6thyle/cyclohexane 8:2) permet d'obtenir le compost 5 (3,67 g, Rdt : 76 %) sous 
forme d'une huile incolore translucide. [a]D — + 7,5 (c, 1, CHCI3). 

30 RMN *H (250 MHz, DMSO-d6) : 5 8.08 (1H, t, J = 5.6 Hz, NH-CO-O), 

7.22 (1H, d, J = 7.7 Hz, NH-CO), 6.20 (1H, dd, J c is = 9.7 Hz et J trans = 17.1 Hz, He), 6.05 
(1H, dd, J gem = 2.7 Hz et J trans = 17.1 Hz, H b ), 5.56 (1H, dd, J gem = 2.7 Hz et J ^ = 9.7 Hz, 



WO 2005/040105 



PCT/FR2004/002667 



28 

Ha), 3.92 (1H, m, CH), 3.62 (3H, s, CH3-O), 3.10 (2H, q, J = 6.3 Hz, CH 2 -NH), 1.60 (6H, 
m, CH 2 de la lysine), 1 .38 (9H, s, CH 3 du Boc). 

RMN ,3 C (62.86 MHz, CDC1 3 ) : 5 169.3, 161.3 (CO), 136.8 (C™ arom), 
130.7 (CH arom.), 128.6 (C™ arom), 128.6 (CH arom.), 125.5 (CH=N(0)), 72.2 (C w ), 28.4 
5 (CH2-CO), 25.7 (CH 3 du terf-butyl). 



H 




Compost 4 (1 eq)/AIBN/CH 3 CN/A 
70% 




Sch6ma de synthese du telomere lipidique de ciblage G 
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• Synthase du lipide teiomerise G 

Dans un ballon bicol de 100 mL surmonte d'un refrigerant, sont dissous 
0,767 g de monomere tris-(acetoxymethyl) acrylamidomethane 6 ( 2,55 mmoles, 12 6q) et 
5 0,2 g de monomere 5 (0,63 mmole, 3 6q) dans 20 mL d'ac&onitrile fraichement distilie. Le 
tris-(acetoxymethyl) acrylamidomethane 6 a ete prepare conform^ment a Penseignement 
du document A.Polidori et al. 9 New J. Chem., 1994, 18, 839-848. Le milieu rSactionnel est 
d6gaz6 sous argon et porte k reflux. 7 mg d'AIBN (4,29. 10" 2 mmole, 0,2 eq) et 0,157 g de 
thiol 4 (0,21 mmole, 1 6q) dissous dans 5 mL d'acetonitrile fraichement distilie et d6gaz6 
10 sont additionnes. La reaction est maintenue au reflux pendant 4h jusqu'& consommation 
totale des monomeres (detectee par CCM). Le milieu rSactionnel est concentre sous 
pression reduite et le brut reactionnel est filtre sur colonne sephadex (MeOH/CH2Cl2 1:1). 
Le produit est ensuite dissous dans 100 mL de methanol en presence d'une quantity 
catalytique de m6thylate de sodium. Apr£s 5h d'agitation le milieu reactionnel est 
15 neutralise par addition de r&sine acide IRC 50. La rtsine est eiiminee par filtration et le 
solvant eiimine sous pression reduite. Le produit est ensuite mis en reaction k froid dans un 
melange acide TFA/CH 2 C1 2 (20%) pendant 3h. 

Le mileu reactionnel est concentre sous pression r6duite. L'huile obtenue 
est reprise plusieurs fois dans de Tether jusqu'd precipitation du telomere sous la forme 
20 d'une poudre blanche. Le produit est dissous dans l'eau et lyophilise jusqu'a obtention du 
compose G sous la forme d'une poudre blanche. 

Le degre de polymerisation moyen (DPn) et le rapport des concentration 
de chaque monomere dans la macromoiecule (x et y) a ete determine par RMN 1H en 
comparant les integrations des signaux des methyls des deux chaines alkyle k 1,1 ppm a 
25 celle des signaux du Tris (CH9OH) k 4,3 ppm et de la lysine (CH 2 NH) a 3,37 ppm. Nous 
avons pu determiner les valeurs suivantes pour x et y : 



x:30ety : 10 

Exemple 4 : Synthase d'un lipide de ciblage F 

O O 




30 • Acide 5-Acryloylamino-2-tert-butoxycarbonylamino-pentanoique 7 
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2 g de Boc Lysine (8,13 mmoles) sont dissous dans lOmL d'un melange 
ac&onitrile - soude 2N 1 : L Le milieu rSactionnel est refroidi k 10°C . Le chlorure 
d'acryloyle (1,1 g, 12,19 mmoles) dissous dans 10 mL d'ac&onitrile est additionne goutte 
k goutte. Le pH est maintenu a 8 par addition de soude 2N. A la fin de 1' addition le milieu 

5 r6actionnel est agite 2h k temperature ambiante puis acidifie avec une solution d'HCl 2N, 
extrait avec de l'ac&ate d'ethyle (3x20mL). La phase organique est s6ch6e pviis concentre 
sous pression r6duite. Le produit final est obtenu pur sous la forme d'une poudre blanche 
par recristallisation dans l'&hanol (1,9 g, 78%). 

RMN *H (250 MHz, DMSO-d6) : 8 8.02 (1H, t, NH-CO-O), 7.18 (1H, d, 

10 J = 7.4 Hz, NH-CO), 6.25 (1H, dd, J cis = 9.4 Hz et J trans = 17.1 Hz, H c ), 6.05 (1H, dd, J gem 
= 2.7 Hz et J trans = 17.1 Hz, H b ), 5.6 (1H, dd, J gem = 2.7 Hz et J cis = 9.4 Hz, H a ), 3.92 (1H, 
m, CH), 3.10 (2H, q, J = 6.3 Hz, CH 2 -NH), 1.60 (6H, m, CH 2 de la lysine), 1.38 (9H, s, 
CH 3 du Boc). 

RMN 13 C (62.86 MHz, DMSOd6) : 8 169.3, 161.3 (CO), 155.8 (CO 
15 urethane), 130.7 (CH 2 =), 128.6 (-CH=), 80.5 (C tBu), 53.7 (CH Lys), 40.3 (CeLys), 33.2 
(CpLys), 29.8 (C8Lys), 28.4 (CH 2 -CO), 25.7 (CH 3 du terf-butyl). 

• Acide 6-Aciyloylamino-2-[bis-(2-carboxy-ethyl)-amino]-hexanoique 

8 

Dans un ballon de 50 mL, 1,9 g de compost 7 (6,33 mmoles) sont 
20 dissous dans 20 mL d'un melange acide trifluoroac&ique - dichloromethane 1:1. Apres 2h 
d'agitation le solvant est 6vapor6 sous pression reduite et Phuile obtenue est reprise 
plusieurs fois dans du chloroforme et 6vapor6 jusqu'i obtention d'une poudre. Dans un 
ballon de 25 mL, 1,94 g d'acide bromoac6tique (12,66 mmoles) sont dissous dans 7 mL de 
soude 2N. La solution est refroidie k 0°C dans un bain de glace et la poudre obtenue aprfes 
25 d^protection, dissoute dans 11 mL d'une solution aqueuse de soude 2N est additionnde 
goutte a goutte. AprSs 2h de reaction k temperature ambiante, une solution aqueuse d'HCl 
2N est additionn£e jusqu'a l'obtention d'un pH acide. Le produit pr^cipite. Le pr<§cipit6 est 
filtre et essor6 puis s6ch6 sous pression rdduite. Le produit 8 est obtenu pur sous la forme 
d'une poudre blanche apres recristallisation dans P&hanol (1,6 g, 57%). 
30 RMN *H (250 MHz, DMSO-d6) : 8 8.02 (1H, t, NH-CO-O), 7.18 (1H, d, 

J = 7.4 Hz, NH-CO), 6.25 (1H, dd, J cis = 9.4 Hz et J trans = 17.1 Hz, He), 6.05 (1H, dd, J gem 
= 2.7 Hz et J trans = 17.1 Hz, H b ), 5.6 (1H, dd, J gem = 2.7 Hz et J C is = 9.4 Hz, H a ), 3.5 (4H, 
s, N-CH2-COOH), 3.3 (1H, t, J-7.1 Hz, CH 2 -CH-N), 2.9 (2H, m, CH 2 NH), 1-1.5 (6H, m, 
CH2CH2CH2). 

35 RMN l3 C (62.86 MHz, DMSO-d6) : 6 174.8, 173.6 (COOH), 168.4 

(CONH), 130.4 (CH 2 =), 128.2 (-CH=), 64.8 (CH Lys), 53.8 (N-CH2-COOH), 40.3 
(CsLys), 30.5 (C|3Lys), 29.8 (C8Lys). 

• Synthase du lipide F 
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2,56 g de compost 4 (3,6 mmol) et 1,6 g de compost 8 (3,6 mmol) sont 
solubilis6s dans 30 mL de tri6thylanune fraichement distillee. Le melange est port6 a 50°C 
sous bullage d' Argon durant 2 heures puis ramene a temperature ambiante et evapore a sec 
sous pression reduite. Le produit est obtenu pur sous la forme d'une poudre blanche apres 

5 recristallisation successive dans l'acetate d'ethyle (2,29 g, Rdt : 55 %). 

RMN 'H (250 MHz, DMSO-d6) : 8 (ppm) 7.12 (1H, t, NH-CO-O), 6,48 
(1H, t, CONHCH 2 ) ; 6,37 (1H, s, CONHC) ; 5,05-4,96 (3H, m, CHO, CH2O) ; 4,45 (6H, s, 
CH2O) ; 4,22 (2H, m, NH) ; 3,48 (6H, s + 1, N-CH2-COOH, CH2NH) ; 3.25 (1H, t, J=7.1 
Hz, CH2-CH-N), 3,17 (2H, m, CH^NH) ; 2,81 (4H, t, CH2S) ; 1,44 (4H, m, NHCHaCIfc) ; 

10 1 ,27 (60H, m, CH 2 Lys, CH 2 chaines) ; 0,90 (6H, t, CH 3 ). 

RMN 13 C(250 MHz, DMSO-d6) : 8 (ppm) 171,7-171,5 (COOH, 
CH2CONH) ; 156,2-156,0 (OCONH) ; 71,2 (CHO) ; 64.5 (CH Lys), 63,6 (CH 2 0) ; 62,5 
(CH 2 0) ; 53.2 (N-CH2-COOH), 41,2 (NCH 2 CH 2 ) ; 40,2, 40.1 (CeLys, NHCH 2 CH) ; 37,1- 
36,6 (SCH2CH 2 CO) ; 31,9 (CpLys) ; 29,8-29,3 (chaines et CpLys) ; 26,8 (CH 3 ) ; 22,6 

15 (CH 2 CH 3 ) ; 20,8 (CH 2 S) ; 14,1 (CH 3 ). 
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schema de synthese du lipide de ciblage F 
Exemple 5 ; Preparation des v<Ssicules tubulaires a parti r du derivtS Al 
Materiel utilise. 

• Mesure de la taille des vesicules tubvilaires. 
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La distribution en taille des particules a 6t6 mesuree par spectroscopie de 
correlation photonique de la lumiere d'echantillon dilues dans l'eau en utilisant un appareil 
Malvern HPPS/NIBS equips d'un laser He/Ne de 3 mW et d'un correlates a 288 canaux 
muni d'une avalanche de photodiodes. Le traitement mathematique de la courbe 
5 d' autocorrelation fait appel k la m6thode Contin. 

• Dispersion des lipides 

Les lipides A sont disperses dans l'eau selon la m6thode film dans un 
bain de sonication Bransonic thermostate type 2510 E (100 W, 42 Hz) au dessus de leur 
temperature de transition de phase pendant une demi heure. 

10 • Formation des dispersions de vesicules tubulaires 

Les v6sicules tubulaires sont preparees dans un premier temps en 
solubilisant le lipide Al dans le chloroforme. La solution est concentree lentement sous 
pression reduite dans un ballon forme coeur de 20 mL a l'aide d'un evaporateur rotatif. Le 
film obtenu est ensuite seche sous pression reduite a l'aide d'une pompe a palette. Le film 

15 de lipide est rehydrate avec de l'eau distille a 65 °C (10°C au dessus de la temperature de 
transition de phase du lipide) a une concentration de 2.5 mg.mL" 1 . Le melange est 
homog6neis<£ au vortex pendant 5 minutes puis soumis aux ultrasons pendant 30 minutes a 
70°C. La solution bleutee translucide obtenue est filtree a travers un filtre de 0,45 um puis 
analysee au spectrometre de correlation photonique et en microscopie electronique par 

20 transmission (figures 3, 4 et 5). 

Avec R=Ci 7 H 3 5 (derive Al). La temperature de transition de phase a et6 
mesuree par detection de la polarisation d'une sonde fluorescente, le DPH en 
spectrofluorimetrie : Tm = 54°C 

Nous obtenons des vesicules tubulaires dont le diametre hydrodynamique 
25 moyen mesur6 par diffraction de la lumiere est de 132 nm (IP : 0,35). 




H H 



O 

H H 

°Y N - 

O 
A1 



Les mesures de forme et de taille etablies par observation des cliches de 
30 microscopie 61ectronique (figures 4 et 5) ont permis de mettre en Evidence la formation de 
vesicules tubulaires refermees a leurs extr^mites dont la section moyenne est de 38 nm et 
la longueur moyenne de 247 nm. Les analyses en cryofracture ont confirm^ la formation de 
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ces v6sicules tubulaires et leurs caracteristiques morphologiques, k savoir la presence 
d'une cavite aqueuse interne isoiee du milieu exterieur. 

Ces v6sicules tubulaires ont une stability 61evee puisqu'on n'observe 
5 aucune Evolution de la taille des particules aprfes unande stockage tandis que dans les 
mSmes conditions, des liposomes formes de phosphatidyl choline de jaune d'oeuf evoluent 
au bout de seulement 5 jours. 

La mise en Evidence de la cavite interne aqueuse a 6t6 prouv6e 
indirectement par des mesures spectrofluorimetriques de 1' encapsulation et des cinetiques 
10 de liberation d'une sonde fluorescente hydrophile, la carboxyfluoresc&ne (figure 1). Les 
mesures montrent clairement une cin6tique de liberation plus lente de la sonde fluorescente 
compare a une encapsulation traditionnelle dans un melange de phosphatidyl choline de 
jaune d'oeuf. 

Exemple 6 : Encapsulation de carboxyfluoresceine dans des vesicules 
15 tubulaires fabriquges a partir du derive Al 

Le pouvoir d' encapsulation des differents composes est determine par 
spectrofluorimetrie a l'aide d'une sonde fluorescente : la 5 (6)-carboxyfluoresc<§ine. On 
mesure la liberation de ce marqueur fluorescent k partir des vesicules prepares selon les 
m6thodes standardis6es. 

20 Cette 6tude n^cessite la preparation d'un tampon Tris (15 mM et 150 mM 

NaCl) k pH 7,4, ainsi que d'une solution de carboxyfluoresceine a 120 mM et pH 7,4 
egalement. 

Les composes etudies sont peses (2,5 mg/mL) et sont dissous dans un 
minimum de methanol. Le solvant est evapore sous pression reduite au rotavapor et le film 

25 ainsi obtenu est seche par un flux d' azote. 

On ajoute la solution de carboxyfluoresceine 120 mM dans le tampon 
Tris de manure k obtenir une dispersion de lipides de concentration egale k 2,5 mg/mL. La 
suspension obtenue est agitee au vortex pendant 1 minute puis soumise aux ultrasons dans 
un bain de sonication pendant 1 heure a 70°C. 

30 La sonde fluorescente non encapsuiee est eiiminee par passage sur 

colonne Sephadex G25 prealablement equilibree avec le tampon Tris. La fraction de 
vesicule recoltee est immediatement etudiee par spectrofluorimetrie. 

Les mesures de fluorescence ont ete realisees k 1'aide d'un 
spectrofluorimetre Jobin-Yvon (spectrofluoromax 2), equip6 d'une lampe Xenon 150 W. 

35 Toutes les mesures ont ete effectuees dans une cuve en quartz, thermostatee k 25°C. Les 
echantillons ont ete analyses k une longueur d'onde d' excitation de 480 nm, et une 
longueur d'onde d'emission de 530 nm pendant 4 heures. 
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Les bandes passantes ont ete fix6es k 0,5 nm aussi bien pour l'excitation 

que pour remission. 

Pour chaque mesure, Pintensite de fluorescence initiate (F 0 ) est 
determinee 30 secondes apr&s la filtration sur colonne. La liberation est 6tudi6e sur une 
periode de 4h et Pintensite de fluorescence (F t ) est mesur6e k intervalle r£gulier. 
L'intensite maximum de fluorescence (F max ) qui correspond a 100% de relargage, est 
obtenue aprds la lyse des v£sicules tubulaires obtenue par ajout de Triton X100 (10% v/v). 

Le pourcentage de liberation est obtenu a Paide de liquation 
suivante (figure 1) : 

%R=(F t -F 0 )/ F max 



Exemple 7 : Polymerisation d'un monomdre encap sute dans des 
vfeicules tubulaires obtenues k partir du lipide Al 

La composition des solutions utilises est r^sumee dans le Tableau 1 . 





Designation 


Solvant 


Concentration 


Monomfere 


THAM 


Eau distiltee 


0,1 M 




Acrylamide 


Eau distiltee 


0,1 M 


Amorceur 


tBuOOH/Na 2 S 2 0 5 


Dichloromethane / Tampon 


2,5.1c- 4 Ml 2,5 JO* 4 M 




Na 2 S 2 0 5 


Tampon 




Tampon 


NaCl 


Eau distiltee 


0,1 M 



Tableau 1 

• Preparation du film 

20 mg de lipides Al sont solubilises dans 2 mL d'une solution 
d'hydroperoxyde de Cumene dans le dichloromethane fraichement distilie et degaz6 par 
bullage d'argon (2,5. 10" 4 M), dans un ballon forme cceur. 

La solution est 6vaporee a sec a l'evaporateur rotatif (la temperature du 
bain ne depassant pas 40°C) puis le film est seche k la pompe k palette (1 heure) et place 
sous atmosphere inerte jusqu'a utilisation. Dans le cas d'un amor9age par le dithionite de 
sodium, le film est prepare dans du dichloromethane fraichement distilie et degaze par 
bullage d' Argon. 

• Dispersion 

2 mL de solution de monom&re dans l'eau distiltee (0,1 M), 
prealablement desoxygenee par bullage d' Argon sont ajoutes. Le melange est agite pendant 
1 minute puis place dans un bain d'ultrasons durant 60 minutes k 70 °C. 

• Separation - Polymerisation 
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La preparation est deposee svir colonne Sephadex G50 (2 cm de diametre 
pour une hauteur de 10 cm de gel) pr6alablement equilibree avec un tampon NaCl 0,1 M 
desoxygene pendant 30 minutes par bullage d' Argon. 

2 mL de fraction bleutee correspondant a une elution de 25 a 27 mL sont 
5 recup6res dans un ballon. 2 mL de solution de meta bisulfite de sodium dans le tampon 
NaCl (2,5. 10" 4 M) sont alors ajoutes pour amorcer la polymerisation qui se deroule sous 
atmosphere inerte, a 37°C et durant 1 (acrylamide) a 3 heures (THAM). 

Dans le cas d'un amor9age par le dithionite de sodium, 2 mL d'une 
solution de l'amorceur dans le tampon NaCl 0,1 M (2.10" 3 M) sont ajoutes apres separation 

10 sur colonne Sephadex. 

Exemple 8 : Telom&isation d'un monomere enc apsu!6 dans des 



vesicules tubulaires obtenues a partir du lipide Al 

La composition des solutions utilisees est resumee dans le tableau 2. 





Designation 


Solvant 


Concentration 


Monomere 


THAM 


Eau distiltee 


0,1 M 


Agent 
t61ogdne 


3- 

mercaptopropanoate 
de cholest£ryle 


Dichloromethane 


2.10' 3 M 


Amorceur 


tBuOOH/Na 2 S 2 0 5 


Dichloromethane / 
Tampon 


2,5.10- 4 M/2,5.10* 4 M 




Na 2 S 2 0 5 


Tampon 




Tampon 


NaCl 


Eau distiltee 


0,1 M 



Tableau 2 

15 • Preparation du film 

18 mg de lipide Al et 2 mg de compose telogene D sont solubilis6s dans 
2 mL d'une solution d'hydroperoxyde de Cumene dans le dichloromethane fraichement 
distille et degaze par bullage d' Argon (2,5. 10" 4 M), dans un ballon cceur. 

La solution est evaporSe a sec k l'6vaporateur rotatif (la temperature du 
20 bain ne depassant pas 40°C) puis le film est seche a la pompe a palette (1 heure) et plac6 
sous atmosphere inerte jusqu'a utilisation. Dans le cas d'un amorcage par le dithionite de 
sodium, le film est prepare dans du dichloromethane fraichement distille et degaze par 
bullage d' Argon. 

• Dispersion 

25 2 mL de solution de monomere dans Feau distillee (0,1 M), 

prealablement desoxygenes par bullage d' Argon sont ajoutes. Le melange est agitd 1 
minute puis place dans un bain d'ultrasons durant 60 minutes a 70°C. 

• Separation - Polymerisation 
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La preparation est cteposee sur colonne Sephadex G50 (2 cm de diam&re 
pour une hauteur de 10 cm de gel) prealablement ^quilibree avec un tampon NaCl 0,1 M 
d6soxyg6n£ 30 minutes par bullage d' Argon. 

2 mL de fraction bleutee correspondant k une elution de 25 a 27 raL sont 
5 recup6r6s dans un ballon. 2 mL de solution de mdtabisulfite de sodium dans le tampon 
NaCl (2,5. 10" 4 M) sont alors ajoutes pour amorcer la telom6risation qui se deroule sous 
atmosphere inerte, a 37°C et durant 16 k 20 heures. Dans le cas d'un amor9age par le 
dithionite de sodium, 2 mL d'une solution de l'amorceur dans le tampon NaCl 0,1 M (2.10* 
3 M) sont ajout6s apres separation sur colonne Sephadex. 
10 Exemple 9 ; Synthase d'un tensioactif de formule generate (IB) 




Compost TE 17-20 



• rac 3-(/rz0>/mercapto) propane- 1,2-diol (Compose 10) 

15 10 g (92,6 mmol) de 3-mercapto-l,2-propane diol et 13,54 mL 

(97,23 mmol, 1,05 equ.) de Triethylamine (TEA) sont solubilises dans 100 mL de THF. 
27,07 g (97,23 mmol, 1,05 equ.) de chlorure de triphenylmethyle dissous dans lOmL de 
THF sont additionnes goutte a goutte au melange k une temperature inferieure a 30 °C. A 
la fin de Paddition, le milieu reactionnel est laisse sous agitation, k froid, en maintenant le 

20 pH k 8-9 par ajout de TEA. L'exces de chlorure de triphenylmethyle est eiimine par ajout 
d'une solution de NaHC0 3 saturee avant d'evaporer le THF sous pression reduite. Le 
produit brut est repris dans CH2CI2 avant d'etre lave avec ime solution normale de HC1 
puis de NaHC0 3 et d'etre seche sur Na 2 S0 4 . Le produit est finalement purifie par 
chromatographie sur colonne de gel de silice eiu6e en gradient (cyclohexane/AcOEt 7 :3 k 9 

25 1 :1). 28,8 g de produit pur sont obtenus sous forme de poudre blanche. Rfp ro duit : 0,4 (CCM 
- AcOEt/cyclohexane 7 :3). Rendement : 89%. Pf : 97-98 °C 

RMN ! H(/CDC1 3 ) : 8 (ppm) 7,42-7,27 (m, 15H, aromatiques du trityle) ; 
3,50 (m, 3H, CHOH, CH2OH) ; 2,80 (m, 1H, OH) ; 2,50 (t, 3H, OH, ClfcS) 

RMN l3 C (CDCI3) : 5 (ppm) 144,6 (SCC phenyl x3) ; 129,6 (C para phenyl 

30 x3) ; 128,0 (Cortho phenyl x6) ; 126,8 (C md ta phenyl x6) ; 70,6 (CHOH) ; 67,0 (SCPh 3 ) ; 65,5 
(CH2OH) ; 35,4 (CH 2 S) 
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• rac 3-(/ri/y/mercapto)propane-l,2-diyl diheptadecanoate (compose 

11) 

0,5 g (1,43 mmol) de Compost 10 et 0,523 g (4,28 mmol, 3 equ.) de 
Dimethyl amimptridine (DMAP) sont solubilises dans 10 mL de CH 2 C1 2 et refroidis par un 

5 bain de glace. 0,952 g (3,14 mmol, 2,2 equ.) de chlorure de stearoyle solubilise dans 5 mL 
de CH2CI2 est alors ajout6 goutte a goutte par l'intermediaire d'une ampoule a brome. Le 
milieu reactionnel est laiss6 sous agitation 2 heures apres la fin de 1' addition. Les sels de 
DMAP formes sont elimines par filtration puis le brut reactionnel est evapore k sec et 
finalement repris dans un melange MeOH/Et 2 0 dans lequel le produit cristallise. 1,07 g de 

10 produit pur sont obtenus sous forme d'une poudre blanche. Rf pr oduit : 0,3 (CCM — 
AcOEt/cyclohexane 7 :3). Rendement : 85 %. Pf : 52-53 °C 

RMN 'H (CDCI3) : 8 (ppm) 7,30-7,15 (m, 15H, aromatiques du trityle) ; 
5,16 (quint., 1/3H, CHO); 4,78 (quint, 2/3H, CHO); 4,1 (dddd, 2H, CH2O) ; 3,10 (t, 
15 2/3H, CHbS) ; 2,48 (t, 4/3H, ClfcS) ; 2,21 (m, 4H, CH2CO x2) ; 1,30 (m, 60H, (CH^s) ; 
0,88 (t, 6H, CH3) 

RMN ,3 C(/CDC1 3 ) : 5 (ppm) 172,2 (OCOCH 2 x2) ; 144,4 (SCC phenyl 
x3) ; 129,7 (C para ph6nyl x3) ; 128,2 (C orth o phenyl x6) ; 127,1 (C m6ta phenyl x6) ; 70,2 
(CHO) ; 67,4 (SCPh 3 ) ; 64,1 (CH 2 0) ; 34,2 (CH 2 COO x2) ; 32,6 (CH 2 S) ; 29,5 ((CH 2 )„ 
20 x2) ; 24,9 (CH 2 CH 2 COO x2) ; 22,7 (CH 2 CH 3 x2) ; 14,1 (CH 3 x2) 

• rac 3-Mercaptopropane- 1 ,2-diyl diheptadecanoate (Compose 12) 
A partir de 0,5 g (0,56 mmol) de compose 11, et 0,066 g (0,56 mmol, 

1 equ.) de tri&hylsilane, apres ajout d'une solution a 5 % en TFA dans le CH 2 C1 2 et 
25 lavages usuels, le brut est evapore a sec et purifte par cristallisation dans un m61ange 

Et 2 0/MeOH. 0,326 g de produit pur est ainsi r6cup6r6 sous forme d'une poudre blanche. 

Rfproduit : 0,5 (CCM - acetate d'ethyle/cyclohexane 7:3). Rendement : 90 %. 
Pf: 49-51 °C. 

30 RMN 'H(/CDC1 3 ) : 8 (ppm) 5,1 (m, 1H, CHO) ; 4,31 (ddd, 2H, ClfcO) ; 

3,10 (t, 2/3H, CHzS) ; 2,73 (t, 4/3H, ClfcS) ; 2,30 (m, 4H, CH^CO x2) ; 1,47 (SH) ; 1,25 

(m, 60H, (CU2)\s x2) ; 0,88 (t, 6H, CHj x2) 

RMN 13 C(/CDC1 3 ) : 8 (ppm) 172,5 (CH 2 OCO, CHOCO) ; 71,8 (CHO) ; 

62,4 (CH 2 0) ; 34,2 (CH 2 COO x2) ; 32,4 (CH 2 SH) ; 29,5 ((CH 2 )„ x2) ; 24,9 (CH 2 CH 2 COO 
35 x2) ; 22,7 (CH 2 CH 3 x2) ; 14,1 (CH 3 x2) 



Compose TE 17-20 
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1,09 g (6,25 mmol, 5 equ.) de Tris(hydroxymethyl)acrylamidometnane 
est solubilis<§ dans 15 mL de MeOH fraichement distille. Le m61ange est place sous 
agitation et barbotage d' argon puis mis en chauffe. Des ebullition, une solution contenant 
0,04 g (0,25 mmol, 0,2 equ.) d'ADBN et 0,8 g (1,25 mmol) de Compose 12 dans un 
minimum de THF fraichement distille (approximativement 1 mL) et prealablement 
degazee par un flux d'argon est injectee. La reaction est suivie par chromatographie sur 
couche mince avec la disparition du thiol (AcOEt/cyclohexane 7:3). Apres retour a 
temperature ambiante, le brut reactionnel est plonge dans de l'Et 2 0 froid sous vive 
agitation ou le telomere pr6cipite. 1,2 g de produit est obtenu sous forme de poudre 
blanche. Rendement : 70 % 

RMN ^(/DMSO) : 8 (ppm) 7,23 (m, 19,8H, NH xDPN) ; 4,78 (m, 60H, 
OH x3xDPn) ; 0,86 (m, 6H, CH 3 x2) 
DPn : 20 
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REVENDICATIONS 

1. Compos6 de formule (III) : 

Y ^(CH 2 )m— R 3 




dans laquelle R3 reprSsente un groupement choisi parmi : 




- Y repr^sente un atome de soufre ou un groupement -NH-CO-(CH2)n-X, 
X repr^sente un atome de soufre S ou un groupement -CH 2 - ; n est un entier allant de 0 k 
10; 

- R repr^sente un groupement choisi parmi : les radicaux hydrocarbon^ 
en C4-C24 ; les radicaux hydrocarbons fluorSs en C4-C24 ; les radicaux thioalkyls en C 4 - 
C 24 ; 

- m est un entier allant de 0 k 9 et lorsque X=CH 2 alors 0<m+n<6 ; 

- x reprSsente 0 ou un entier allant de 1 k 30 ; 

- y reprdsente 0 ou un entier allant de 1 a 10 ; 

- Ri repr^sente un groupement hydrophile ; 

- R 2 repr6sente un groupement de reconnaissance ayant une affinity pour 
une cible biologique ; 

- Z est un bras espaceur ; Z est I16 a R2 au moyen d'une liaison qui peut 
6tre choisie parmi les fonctions -O-CO-, -CO-NH-, -NH-CO-NH-, -NH-CO-O-, O-CO-O-, 
-O-, -CHNN-, -S- ou par complexation d'un atome de nickel ; Z est choisi parmi une chaine 
peptidique, un acide Q-amin6, F&hanol amine, la 3-propanolamine, ime diamine de 
formule -NH-(CH2) P -NH- dans laquelle p repr6sente un entier allant de 2 k 6, ou -Z-R 2 
repr6sente un groupement NTA de formule suivante : 
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2. Compost selon la revendication 1, caracteris6 en ce que le groupement 
R est choisi parmi les radicaux suivants : 

le radical thiooctyl 
- le n-butyle, le ter-butyle, l'isobutyle, le n-pentyle, 1'isopentyle, le n- 
hexyle, le n-heptyle, le n-octyle, le n-nonyle, le n-d6cyle, le n-und6cyle, le n-dod<§cyle, le 
n-trid6cyle, le n-tetrad6cyle, le n-pentad6cyle, le n-hexad6cyl, le n- heptad6cyle, le n- 
octad6cyle, le radical phytyl (CH 3 [CH(CH3)(CH 2 )3]3CH(CH3)CH 2 CH 2 ), 

- les radicaux hydrocarbon^ fluores r^pondant h la formule -(CH 2 )r(CF 2 ) r F, 
dans laquelle r et t reprdsentent deux entiers avec : 14 £ r+t £ 4. 

3. Compost selon Tune quelconque des revendications 1 et 2, 

rSpondant k la formule (I) : 




dans laquelle : 

• Y repr^sente un atome de soufre ou un groupement 

O 

— NH — U — ( CH2 ) n _x— ^ x 6tant c h 0 i s i parmi les groupements S et 

CH 2 , n est un entier allant de 0 a 1 0 ; 

• m est un entier allant de 0 a 9 ; et lorsque X=CH 2 alors 0<m+n<6 

• W repr6sente un groupement -NH- ou un groupement -CH 2 - 

• p repr&sente un entier allant de 1 a 50 

• Ri reprSsente un groupement choisi parmi les radicaux suivants : 

O "-OR 1 ^ 
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dans lesquels R' reprdsente Houun groupement hydrophile ; 
• R repr&ente un groupement choisi panni : les radicaux hydrocarbon^ 
en C4-C24 ; les radicaux hydrocarbon^ fluor6s en C 4 -C 2 4 ; les radicaux thioalkyls en C 4 - 

C24- 

4. Compost selon la revendication 3, caract&is6 en ce qu'il rSpond a la 



formule (IA) 



O 

NH 



HN^(CH 2 )n— X— (CH 2 ) OH 
" m+1 




,OH 
.OH 




.NH O. 

o 

R ^NH^O 
(IA) 
dans laquelle : 

10 -X represente un atome de soufre S ou un groupement -CH 2 - ; 

- n est un entier allant de 0 a 10 ; 

- m est un entier allant de 0 a 9 ; 

- lorsque X=CH 2 alors 0<m+n<6 ; 

- R represente un groupement choisi panni : les radicaux hydrocarbones 
15 en C 4 -C 2 4 ; les radicaux hydrocarbones fluores en C 4 -C 2 4 ; les radicaux thioalkyls en C 4 - 

C 2 4- 

5. Compose selon la revendication 4, caracterise en ce que R est choisi de 
facon a ce que (IA) ait une temperature de transition de phase supdrieure a 37°C. 

6. Compose selon la revendication 4 ou la revendication 5, caracterise en 
20 ce qu'il repond a la formule A : 

O O y^ OH 

HN^^S-^^N^^-OH 
RHN J H OH 

T 



o 

RHN'^O 



.X, 



25 



formule Al : 



Formule A 

7. Compose selon la revendication 6, caract6ris6 en ce qu'il repond a la 
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O O ^ OH 



T Compose A1 

H 

8. Composd selon la revendication 3 r^pondant a la formule (IB) : 



"ft 



--vV 

(IB) 



dans laquelle : 

Y repr£sente un atome de soufre ou le groupement -NH-CO-CH2CH2S- 
10 W repr£sente un groupement -NH- ou un groupement -CH2- 

p reprSsente un entier allant de 1 a 50 

Ri repr£sente un groupement choisi parmi les radicaux suivants : 
H / — OR 1 



-OR* 

dans lesquels R' represente H ou un compost hydrocarbon^ 

15 polyhydroxyte en C4-C24 ; 

R represente un groupement choisi parmi : les radicaux hydrocarbon£s en 
C4-C24 ; les radicaux hydrocarbon^ fluores en C4-C24 ; les radicaux thioalkyls en C4-C24. 

9. Compose selon la revendication 8, caract6ris6 en ce que R est choisi de 
fa9on k ce que (BB) ait une Concentration Micellaire Critique inferieure k 10" 5 M. 
20 10. Compost selon la revendication 8 ou la revendication 9, caract&rise 

en ce qu'il verifie une ou plusieurs des conditions ci-dessous : 

- p represente un entier allant de 1 & 5 ; 

- Y represente S. 
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11. Compost selon 1'une quelconque des revendications 8 4 10, 
caract6ris£ en ce qu'il r£pond k la formule C dans laquelle p repr^sente un entier allant de 5 
k\5: 



formule CI : 



R ^cAo 

H 2 

Compose C 

12. Compose selon la revendication 11, caracterise en ce qu'il repond a la 



H ?V 



NH 



? <CV° H 

N -^o OHoH 

H 



10 Compost CI 

13. Compose selon la revendication 1 ou la revendication 2, caracteris6 
en ce qu'il repond a la formule (II) : 




01) 

dans laquelle : 

- Y represente un atome de soufre ou le groupement -NH-CO-(CH 2 )n-X- 
20 dans lequel X represente un atome de soufre S ou un groupement -CH2-, n est un entier 

allant de 0 a 10; 

- W represente un groupement -NH- ou -CH 2 - 

- x represente 0 ou un nombre entier allant de 1 k 30 ; 
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- y reprdsente Oouun nombre entier allant de 1 & 10 ; 

- Ri repr^sente un groupement hydrophile ; 

- R2 represente un groupement de reconnaissance ayant une affinite pour 
une cible biologique ; 

- Z est un bras espaceur ; Z est lie a R 2 au moyen d'une liaison qui peut 
Stre choisie parmi les fonctions -O-CO-, -CO-NH-, -NH-CO-NH-, -NH-CO-O-, O-CO-O-, 
-O, -CH=N-, -S- ou par complexation d'un atome de nickel ; Z est choisi parmi une chaine 
peptidique, un acide Q-amine, l'ethanolamine, la 3-propanolamine, une diamine de 
formule -NH-(CH 2 ) P -NH- dans laquelle p represente un entier allant de 2 k 6, ou -Z-R 2 
represente un groupement NTA de formule : 



HO 




r> o 



OH 

"OH 

14. Compost selon la revendication 13, caracterise en ce qu'il repond a la 



formule (IIA) 



15 



20 




HN (CH 2 )n-X- 



R. 




NH-Z— R 2 



(HA) 

15. Compose selon la revendication 14, caracteris6 en ce que Tune ou 
plusieurs des conditions suivantes sont verifiees : 
-X=S 
-n=2 

- Ri est choisi parmi les radicaux suivants : 
-OR' ° 



\\ /-OR 1 
V p— OR' 



-»5 



25 



dans lesquels R' represente H ou un compose hydrocarbone polyhydroxyie en C4-C24, 
- R est choisi parmi les radicaux suivants : 
le radical thiooctyl, 
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le n-butyle, le ter-butyle, l'isobutyle, le n-pentyle, 
Tisopentyle, le n-hexyle, le n-heptyle, le n-octyle, le n-nonyle, le n-d6cyle, le n-und6cyle, le 
n-dod6cyle, le n-trid£cyle, le n-t&radecyle, radical phytyl 
(CH 3 [CH(CH3)(CH 2 )3]3CH(CH3)CH 2 CH 2 ), 

les radicaux hydrocarbones fluores repondant a la formule - 
(CH 2 )t-(CF2)rF, dans laquelle r et t reprSsentent deux entiers avec : 14 ^ r+-t > 4. 

R 2 est choisi parmi des anticorps, des fragments d' anticorps, des 
petites molecules effectrices permettant Tinteraction avec des rScepteurs de surface 
cellulaires, des antigenes, des sucres, des peptides. 

16. Compost selon la revendication 1 5, caract6ris6 en ce qu'il r6pond a la 



formule F 




15 formule (IIB) : 



Formule F 

17. Compose selon la revendication 13, caracterisS en ce qu'il r6pond k la 



X y 
x cr NH-Z— R 2 




(IIB) 

dans laquelle : 

20 - Y repr^sente un atome de soufre ou le groupement -NH-CO-CH 2 CH 2 S- 

18. Nanoparticule caract&isee en ce qu'elle comporte un ou plusieurs 
composes de formule (I) selon Tune quelconque des revendications 3 k 12 comme 
constituant de ses parois. 
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19. Nanoparticule selon la revendication 18, caract&is6 en ce qu'il 
comporte en outre de 1 a 5% d'un ou plusieurs composes de formule (II) selon Tune 
quelconque des revendications 13 a 17. 

20. Nanoparticule selon Tune quelconque des revendications 18 et 19, 
caract6ris£ en ce qu'il comporte en outre un telomere ou polymSre d'un monom^re de type 
acrylique contenu dans sa cavit6 aqueuse interne. 

21. Association d'une nanoparticule selon Tune quelconque des 
revendications 18 k 20 avec un compost choisi parmi : les principes actifs th6rapeutiques, 
les substances cosm&iques, les agents de diagnostic, les vaccins. 

22. Composition thSrapeutique, de diagnostic, vaccinale ou cosm&ique 
comprenant au moins un principe actif en association avec un liposome selon Tune 
quelconque des revendications 18 a 20. 
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Figure 1 : cin&ique de relargage de la carboxyfluoresc&ne encapsutees 
dans des liposomes de phosphatidyl choline (+) et des nanotubes constituSs du compost Al 

(•) mesuree en spectrofluorim6trie. 
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Figure 2 : spectre infra rouge en phase liquide d'une solution du compost 
Al dans CCL, a differentes concentrations (1.10 2 a 2,5.10* 4 M) 
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Figure 3 : courbe de distribution en taille par volume 




Figure 4 : Microscopie Slectronique par transmission de phase apres 
coloration negative a l'ac&ate d'uranyle 2% de nanotubes form6s par dispersion du compos6 
Al (2,5 mg.ml" 1 ) dans Peau 




Figure 5 : Microscopie 61ectronique par transmission de phase apr6s 
cryofracture d'un 6chantillon de nanotubes formes par dispersion du compost Al 
(2,5 mg.mT 1 ) dans Peau 
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Figure 6 : Microscopie 61ectronique par transmission de phase apr6s 
coloration negative £ l'ac&ate d'uranyle 2% d'un Schantillon de nanotubes formes par 
dispersion du compost de structure B (2,5 mg-ml" 1 ) dans Teau 
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